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Franz Hofmeister f. 





Nach einem Leben, das überreich gewesen ist an Arbeit 
und wissenschaftlichen Erfolgen, schloß am 26. Juli Franz 
Hofmeister die Augen im fast vollendeten 72. Lebensjahre. 

Hofmeister, der am 30. August 1850 zu Prag geboren 
ist, entstammte einer Ärztefamilie. In Prag begann er auch 
seine akademische Laufbahn, nachdem er hierselbst wie in 
Leipzig und Straßburg studiert hatte. Im Jahre 1879 wurde 
er als Assistent Hupperts Privatdozent für medizinische 
Chemie, 1881 auch für Pharmakologie. In seiner Vaterstadt 
wirkte er weiter als außerordentlicher (1883) und bald als 
ordentlicher Professor (1884). Als 1895 F. Hoppe-Seyler starb, 
wurde er dessen Nachfolger in Straßburg und zierte den 
dortigen Lehrstuhl für chemische Physiologie bis zum Ende 
des Weltkrieges. Dann fand er eine Arbeitsstätte im Patho- 
logischen Institut zu Würzburg, wo er bis kurz vor seinem 
Tode unermüdlich seine Forschungen fortsetzte. 

Hofmeister war gleich hervorragend als Lehrer wie als Ge- 
lehrter. In fast einzig dastehender selbstloser Art hat er, 
um den sich in glücklichen Zeiten Schüler aus allen Ländern 
scharten, sich später darauf beschränkt, seinen Mitarbeitern 
Anregungen und Unterweisungen zu geben, ohne sich an der 
Publikation der vielen unter seiner Aufsicht entstandenen 
Arbeiten zu beteiligen. 

Alle Zweige der Biochemie erfuhren eine große und 
dauernde Bereicherung durch Hofmeistere umfassenden Geist. 
Er hat die moderne physikalisch-chemische Richtung der 
Biologie vorbereitet, und für immer bleibt mit seinem Namen 
die Auffindung der Gesetzmäßigkeiten verknüpft, nach denen 
die Elektrolyte auf quellungsfähige Körper wirken. Be- 
deutende Veröffentlichungen rein chemischen Inhalts sind 
gleichfalls in seinem Institut entstanden. Die von Mörners 
Entdeckung unabhängige Auffindung des Cystins als EiweiB- 
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spaltungsprodukt gehört hierher, ebenso die Untersuchung 
über die Beziehungen des genannten geschwefelten Protein- 
bausteins zu einem wichtigen Gallenbestandteile, dem Taurin. 
Es ist unmöglich, die zahlreichen und auf verschiedensten 
Gebieten liegenden Arbeiten, die von Hofmeister selbst oder 
seinen Mitarbeitern ausgeführt worden sind, hier aufzuzählen. 
Erwähnung mögen nur noch einige Tatsachen finden. Ihm 
gelang als Erstem die Kristallisation bis dahin nur in 
amorphem Zustande bekannter Proteine, z. B. des Ovalbumins. 
In seinem Laboratorium wurde die tryptische Verdaubarkeit 
der Curliusschen Biuretbase entdeckt, die dann als Tri- 
glycyl-glycin-ester erkannt ist. Die Beschäftigung mit den 
höheren Molekülverbänden der Aminosäuren sind der Anstoß 
zu seiner berühmt gewordenen Lehre von den säureamid- 
artigen Strukturen der Proteine geworden; sie ist durch die 
allbekannten Synthesen Emil Fischers und die analytischen 
Befunde A. Kossels als richtig erwiesen worden. 

Es kann nicht wundernehmen, daß aus der Schule 
eines Mannes von so überragenden Eigenschaften als Forscher, 
Lehrer und Mensch, wie sie Hofmeister besaß, bedeutende 


_ Gelehrte hervorgegangen sind, die — auch in schwersten 
Zeiten die Ideale des großen Vorbildes pflegend — heute an 
deutschen und ausländischen Hochschulen wirken. 





Die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und ihre 
Bedeutung für das Wachstum und die Toxinbildung derselben. 


Von 


K. G. Dernby und Sture Siwe. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des schwedischen Staates 
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(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 
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I. Einleitung. 


Daß die Diphtheriebazillen proteolytische Enzyme besitzen, ist 
wohl eine Frage, die postuliert werden kann, und ebenso ist es wohl 
nicht unwahrscheinlich, daß diese Enzyme sowohl für das Wachstum 
der Mikroorganismen, als auch für die Toxinbildung von Bedeutung 
sind. Die Erforschung dieser Enzyme und — wenn möglich — eine 
Bestimmung ihrer Art und Wirkungsweise ist das nächste Ziel 
dieser Arbeit. 

Der Diphtheriebazillus besitzt jedenfalls keine kräftig wirkenden 
proteolytischen extrazellulären Enzyme Hierfür spricht unter 
anderen der alte Befund, daß Gelatine gar nicht von Diphtherie- 
bezillenkulturen verflüssigt wird. Übrigens sind, soweit uns be- 
kannt, keine eingehenderen Untersuchungen betreffs der proteoly- 
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tischen Enzyme der Diphtheriebazillen gemacht worden. Ferm 


(1892), der die meisten Mikroorganiemen auf proteolytische Fähigkeit 


geprüft, scheint die Diphtheriebazillen nicht untersucht zu haben. 


Die Bedeutung der Eiweißspaltung für die Züchtung de 


Diphtheriebazillen wurde bereits in einer früheren Arbeit aus dem 
hiesigen Laboratorium hervorgehoben (Davide und Dernby 1921). 
Dabei stellte sich heraus, daß es vorteilhaft war, die Nábrbouillon 
im voraus durch Trypsin zu spalten. In solchem Falle wird das 
Wachstum üppiger und stärker als bei der Benutzung von wn- 
gespaltener Bouillon. Dieser Befund könnte auf einen gewissen 
Mangel an proteolytischen Enzymen bei den Diphtheriebazilla 
deuten, und diese Frage werden wir auch hier behandeln. 

Eine andere wichtige Frage, die mit der proteolytischen Tätig- 
keit der Diphtheriebazillen zusammenhängt, ist die Beziehung 
zwischen der Steigerung der Alkalinitát und der Toxinbildung 
während der Züchtung. Zuerst steigt die Toxizität parallel mit der 
Alkalinität, aber bei einem gewissen Punkte erreicht die Toxizität 
ein Maximum und sinkt dann schnell, während die Alkalinität noch 
weiter steigt. 

Im folgenden nehmen wir dasselbe Problem auf, aber unter 
einem anderen Gesichtspunkt. Wir betrachten nicht die erhöhte 
Alkalinität an und für sich als die primäre, sondern als eine 
sekundäre Erscheinung, die selbst durch die proteolytische Tätigkeit 
der Diphtheriebazillen bewirkt wird. Unser Arbeitsplan bezweckt, 
die Beziehung zwischen der proteolytischen Tätigkeit der Diphtherie- 
bazillen und der Zerstörungseinwirkung des Toxins zu studieren. 

In der neuerdings erschienenen Arbeit von Walbum (1922) über 
das Diphtherietoxin ist die Frage von den proteolytischen Erscheinungen 
. der Diphtheriebazillen nicht angeschnitten worden. Auch nicht in 
den Arbeiten von Abt und Loiseau (1922) oder von Hartley (1922). 


II. Versuchsmethodik. 


Betreffs der Versuchsmethodik können wir uns kurz fassen, da die 
meisten hier von uns gebrauchten Methoden schon in früheren Arbeiten 
beschrieben sind. 

Bereitung der Náhrbouillon. Die in der vorhergehenden Mitteilung 
(Dernby und Siwe, 1922) erwähnte Kalbsbouillon, die mit Hefe vergoren 
und durch Trypsin gespalten ist, haben wir auch hier benutzt. 


Reagens auf proteolytische Enzyme. 


Gelatineprobe. Wir haben uns der Fermischen Methode in der Modi- 
fikation von Palitzsch und Walbum bedient. In einer früheren Arbeit 
ist dieselbe ausführlich beschrieben (Dernby, diese Zeitschr. 1917). In 
Tabelle I geben wir ein Beispiel von der Zusammensetzung der Gelatine 
mischungen. 
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Tabelle I. 
Zusammensetzung der Gelatinemischungen. 
Die Gelatinelösung enthielt 14°/, Gelatine und 0,5%/, Thymol. 
10 ccm Gelatine + HCl oder NaOH + Wasser = 12 ccm. 


1 NHCI | n NaOH H,O 
Nr. | ccm ccm | en Pu 
l; 10 - 1.10 3,0 
2 02 - 1,8 4,0 
Bro — — 2.0 4,8 
A ` — | 0% 1,96 5,5 
5 — 1.01 1,9 6,3 
6 — 02 1,8 7,0 
7 = 0.009 1,7 8,3 


Die in diesbezüglichen Tabellen angegebenen Zahlen bedeuten: 


ganz starr, 

Oberfläche beweglich, 

kleine Stücke können losgerüttelt werden, 
stark beweglich, 

dickflüssig, 

flüssig, 

leicht flüssig. 

Peptonprobe. Die Peptonprobe wurde in der Weise ausgeführt, daß 
identischen Peptonlösungen durch Zusatz von Salzsäure oder Natronlauge 
ungleiche Wasserstoffionenkonzentrationen erteilt wurden. 

Tabelle II gibt ein Beispiel einer solchen Präparation. 


DD bi SD 
(TTT | 


Tabelle IT. 
Zusammensetzung der Peptonmischungen. 


10 ccm 4proz. Pepton (Witte) + HCl oder NaOH + Wasser = 40 Gem, 
Chloroform und Toluol als Antiseptikum. 





| nNaOH | nHCI | , 





Nr. l Een en | PH d Bemerkungen 
SUE RENE D ee Ze et eye S ve 
(ii 06 3,0 | 

2 — 0,1 0 > 
gU Gs 47 ` | Etwas trübe 
4 0,04 | = ¡56 ` 

5' 008 ¡: — 6,2 ` 

6; 02 = mA 

7 | 0,3 == | 7,7 

8" 05 — ;, 85 


Die Spaltung des Peptons wurde durch die Sörensensche Formol- 
methode verfolgt (s. Jessen-Hansen, 1911, und Dernby, 1917). Alle Proben 
wurden zunächst unter Anwendung von Phenolrotpapier als Indikator 
auf pa = 7,0 bis 7,2 gebracht, dann die neutralisierte Formolmischung 
zugesetzt und zuletzt mit n/10 NaOH bis zur Rotfárbung des o-Kresol- 
phthaleins titriert. Die vorhandenen Mengen von Phosphor- und Kohlen- 
säure wurden nicht beseitigt, was übrigens kaum nötig ist, da es sich überall 
nur um relative Messungen handelt. 
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Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Hierfür wurde die elektrische Methode in der Michaelisschen Aus- 
führung und die kolorimetrische nach Sörensen, jedoch mit den Indikatoren 
von Clark und Lubs, angewendet. Wegen Einzelheiten s. Dernby und 
Allander, 1921. 


III. Proteolytische Spaltung der Nährbouillon während des Wachstums. 


Schon längst haben wir bemerkt, daß das fertige Diphtherie- 
toxin reicher an Aminostickstoff ist als die ursprüngliche Bouillon, 
und dieser Befund deutet auf das Vorhandensein von proteolytischen 
Enzymen in den Diphtheriebazillen hin. 

In Tabelle III haben wir einige von unseren letzten Toxin- 
nummern in dieser Hinsicht geprüft und mit der Formolmethode 
den Gehalt an Aminostickstoff bestimmt. 

Gleichzeitig versuchten wir, den Eiweißgehalt abzuschätzen. 
Da die in der Bouillon vorhandenen Eiweißstoffe zu einem großen 
Teil aus Keratinen u. dgl. bestehen, ist es nicht leicht, eine ein 
wandfreie Methode zu erhalten. Wir haben Spieglers Reagens 
(HgCl, + Seignettesalz) benutzt, in Zentrifugenröhrchen mit gra- 
dierter Spitze 3cem von Spieglers Reagens gegossen, dann 2 ccm der 
Bouillon, kräftig geschüttelt, 15 Minuten stehen gelassen und dann 
zentrifugiert und die Menge des Präzipitats abgelesen. Um keine 
falsche Genauigkeit anzugeben, bezeichnen wir die Eiweißmengen 
nur mit +, + und O. Jedenfalls sehen wir diese Methode gar 
nicht als eindeutig an, sondern legen das Hauptgewicht auf die 
Formolmethode!). 


Tabelle III. 
Proteolytische Spaltungen in verschiedenen Bouillons. 
Sämtliche Gaben Toxin. Genommen nach 8 bis 11 Tagen. 


` Aminostickstoff 





2 S ' Mit Spieglers Reagens 
10 NaOH © get 
Nr.! PH GE Den Bouillon) ¡ id 
E ve mn mu m U — ——————ÁÁ 
l Initial Nachher Initial | Nachher , Initial | Nachher 
182° 7,3 8,1 106 ` 112 KE y 
183. 74 8,0 86 | 114 2m 
184 75 8,0 82 | 132 , — 
185 74 | 81 51 1 Dä 01 4 
186, 72 ' 81 46 "op: + 
187 74 . 82 5,8 | 7,6 + + 


1) In einer jetzt erschienenen Arbeit hat Kendall (1922) zu demselben 
Zweck mit gutem Erfolg die Methode von Folin und Wu (1919) (Fällung 
des Eiweißes mit Natriumwolframat) benutzt. Bei der Fortsetzung dieser 
Arbeiten werden wir auch diese Methode anwenden. 
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Tabelle IV. 
Proteolytische Spaltung der Bouillon während des Wachstums. 
Toxin Nr. 186. Stamm Kling B. Bei 37°. 











Nach | lo Mit Spieglers Re 
Tagen | Pu | Oo 10 ccm Bouillon) | fällbares Eiwei 
0 | 7,2 | 4,6 | po 
2 | 72 46 4 
a TA) 4,7 | / 
6% 77. 5,1 | e 
8 | 80 | 5,8 + 
10 ` 8,2 6,5 + 
12 | 83 6,6 Te 
16 | 85 6,7 + 
20 | 85 6,8 (+) 


Sämtliche Proben zeigen, 
daß der Aminostickstoff ver- 
mehrt ist, in einigen Fällen 
sogar sehr beträchtlich. Auch 
sind die durch Spieglers Re- 
agens fällbaren Stoffe deut- 
lich vermindert. Die Reaktion 
hat zwischen pe = 7,2 bis 
Pa = 8,3 geschwankt, also sind 
die hier tätigen Enzyme in 





So ha CA 





alkalischer Lösung wirksam. Së 
In Tabellen IV und V 585° 
haben wir zwei Toxinpräpa- Y $ ; 


IOSNCKS 


rationen von einem Tag zum 


andern verfolgt. Abb. 1 re- ES 

präsentiert Tabelle IV gra- 

phisch. Abb. 1. 
| Tabelle V. 


Proteolytische Spaltung der Bouillon während des Wachstums. 
Toxin Nr. 187. Stamm Kling B. Bei 37°. 


Aminostickstoff 
H (in ccm n/10 NaOH 
pro 10 cem Bouillon) 





Nach 


Mit Spieglers Rea 
Tagen 


fällbares Eiwei 


3 











| 
o | 74 5,8 | L 
3 | 75 6,0 4 
5 | 76 62 p: 
7 | 78 6.9 + 
9 | 80 7.5 + 
11 | 82 76 SR 
14 |: 83 1.8 Bi 
19 | 8,3 7,9 + 


Së 
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Es ist auffallend, daß während der ersten (bis zum fünften) 
Tage nur sehr unbeträchtliche meßbare Veränderungen der Nähr- 
bouillon eintreten. py steigt nur sehr mäßig, der Gehalt an Amino- 
stickstoff ist nahezu konstant und das Eiweiß scheint auch intakt 
zu sein, obgleich schon am zweiten Tage eine kräftige Häutchen- 
bildung eingetreten ist. 

Aber nach dem fünften Tage verändert sich das Bild. Das 
Wachstum ist der Hauptsache nach zum Stillstand gekommen, und 
man darf wohl annehmen, daß nun der Zerfall der Zellen beginnt. 
Po steigt sehr rasch von einem Tag zum andern, das Eiweiß 
nimmt ab und der Gehalt an Aminostickstoff steigt. Nach etwa 
15 Tagen scheinen jedoch sämtliche Reaktionen gehemmt und es 
tritt Gleichgewicht ein. 

Wie allgemein bekannt ist, nimmt die Giftigkeit zuerst zu, 
passiert einen kritischen Punkt und sinkt dann. Diese Tatsache wird 
in Abschnitt VIII besprochen. 


IV. Versuche über extrazellulär wirkende Enzyme. 


In vielen früheren Arbeiten ist gezeigt, daß das Filtrat von ge- 
wissen Bakterienkulturen starke proteolytische Wirkungen aufweist. 
Hier haben wir durch Berkefeld-Kerzen filtriertes Diphtherietoxin in 
derselben Weise geprüft. Es wurden mehrere verschiedene Präpara- 
tionen untersucht. 

Gelatineprobe. In keinem Falle konnte beobachtet werden, daß 
Diphtherietoxin, selbst in großen Mengen, Thymolgelatine in einer 
Pp-Zone von py = 3 bis pn = 9 zu verflüssigen vermochte. 

Peptonprobe. Diese Probe fiel nicht immer so eindeutig aus, 
wie die Gelatineprobe. Möglicherweise war nach 24 Stunden in 
den Röhrchen mit Reaktionen von py = 5 bis pa = 8 eine kleine 
Vermehrung des Aminostickstoffes eingetreten. Aber wenn die 
Fehlergrenzen der Formolmethode und die sehr kleinen positiven 
Ausschläge in Betracht gezogen werden, so ist man berechtigt zu 
konstatieren, daß hier nur schwache proteolytische Enzyme nachzu- 
weisen waren. 


V. Versuche über die Endoenzyme der Diphtheriebazillen. 


Als Material für diese Untersuchungen benutzten wir zerriebene 
und autolysierte Bazillen: 


10 Liter Nährbouillon, worin Diphtheriebazillen 10 Tage bei 37% ge- 
wachsen waren, wurden mit Toluol getötet, abfiltriert und bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Die noch feuchte Masse (etwa 5 g) wurde in einer 
Achatschale kräftig zerrieben, dann mit Chloroform und Toluol über Nacht 
in den Brutschrank bei 37° gestellt, dann wieder zerrieben und mit Wasser 
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verdünnt, bis eine homogene Suspension entstand. Diese Suspension 
wurde als Enzympräparat benutzt, und zwar haben wir zwei verschiedene 
benutzt, die wir a und b nennen. a enthielt 4,5mg, b 7,6 mg Totalstickstoff 
pro Kubikzentimeter. 

Wenn sehr kleine Mengen der Suspension zugesetzt waren, 
wurde die Gelatine nur sehr schwierig verflüssigt, wie Tabelle VI 
zeigt. Die größte Wirkung scheint im sauren Gebiet zu liegen; das 
würde auf pepsinähnliche Enzyme hindeuten, aber die Wirkungen 
sind so gering, dal wir es für das sicherste halten, keine weiteren 
Schlußfolgerungen aus diesem Experiment zu ziehen. Die Verhält- 
nisse liegen hier ähnlich wie bei den Tuberkelbazillen (siehe Dernby 
und Näslund). 

Tabelle VI. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 


Präparat a, enthaltend 4,5 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5 ccm Gelatine + 0,2ccm Bazillenemulsion. Temperatur 37°. 





| Verflüssigungsgrad 


Nr.| PH | nach 6 Stunden i nach 24 Stunden 
+ Bazillen | Kontrolle | + Bazillen | Kontrolle 


| 
| 








1: 301 0 o | 4 2? 
2| 40 0 o | 2 0 
31.48 | o 0 | 1 0 
4| 5,5 , 0 0 f 0 0 
5: 63 | 0 0 | 0 0 
6 | 70, 0 0.1.0 0 
e 8,3 0 0 0 0 
Tabelle VII. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 
Práparat b, enthaltend 7,6 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5 ccm Gelatine + 1 cem Bazillenemulsion. Temperatur 37°. 





| y Verflüssigungsgrad 
Nr, Pu | nach 6 Stunden 





Ä nach 24 Stunden 
| j + Bazillen | Kontrolle + Bazillen | Kontrolle 

(aal 4 | 0 © & 2? 
2 j 401 2 0O , 3 6 
31 48l 1 ¡0 3 0 
4. 55 1 0 3 0 
5163) o ' 0 5 0 
6, 70 A 0 0 5 | 0 
7 i 8,3 ||; 0 0 5 | 0 


In Tabelle VII haben wir mit einer bedeutend größeren Bazillen- 
menge gearbeitet. In diesem Falle wird die Gelatine auch in den 
neutralen und alkalischen Röhrchen verflússigt. Das Optimum 
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scheint ungefähr am Neutralpunkt zu liegen. Demnach würde das 
Enzym zur Tryptasegruppe gehören wie die meisten Bakterien- 
proteasen (siehe Dernby, 1921). 

Dagegen ging die Spaltung von Pepton mit Leichtigkeit vor 
sich. Wir reproduzieren hier einen unserer Versuche, der sehr 
deutlich das Vorhandensein eines tryptaseähnlichen Enzyms zeigt 
(siehe Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 
Diphtheriebazillen auf Pepton. 
10 eem Pepton + 0,5ccm Präparat a. 16 Stunden bei 37°. 








' Freigemachter Aminostickstoff 
Nr. | Pu in cem n/10 NaOH pro 20 ccm 

\ Lösung ausgedrückt 
fi 

de 3,0 0 

2 ` 4.0 0 

3 4,7 0,3 

4 Ä 5,5 0,7 

5 6,2 1,8 

6 | 7,1 1,8 

4 d 1,2 

8 | 8,5 0,3 


w 





Betreffs der Sterilitätsfrage bei diesen Experimenten ist es 
selbstverständlich, daß bei den vielen Manipulationen mit den 
Bazillen eine absolute Sterilität nicht vorhanden war. Doch ist 
überall Toluol, Chloroform und Thymol in genügender Menge zu- 
gesetzt, um das Wachstum fremder Mikroorganismen zu verhindern. 
Die Kontrollproben zeigen ja auch keine Infektion. 

Die Schlußfolgerung aus diesen Versuchen ist also, daß man 
in den autolysierten Diphtheriebazillen mit Sicherheit Endoenzyme 
von Tryptasenatur nachweisen kann. 

In bezug auf proteolytische Tätigkeit müssen also die Diphtherie- 
bazillen als sehr wenig aktiv bezeichnet werden und rangieren in 
eine Klasse mit Pneumokokkus (Cullen and Avery), Tuberkelbazillen 
(Dernby und Näslund), gewissen Staphylokokken u. a. 

Es unterliegt jedenfalls keinem Zweifel, daß es diese Enzyme 
sind, die die erwähnte Spaltung der Nährbouillon hervorrufen. 


VI. Die Bedeutung der Eiweißspaltung für das Wachstum der Diphtherie- 
bazillen. 

Wir haben im vorhergehenden gezeigt, daß die proteolytischen 
Enzyme der Diphtheriebazillen als ‚‚Endoenzyme‘ zu bezeichnen sind, 
die nur beim autolytischen Zerfall der Mikroorganismen frei werden. 
Und zwar sind die hierbei gebildeten Tryptasen viel weniger aktiv 
als diejenigen von B. Proteus, B. Subtilis usw., die wohl besser ‚‚Ekto- 
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enzyme'* genannt werden sollten. Übrigens sind wir der Meinung, 
daß der Unterschied zwischen ‚„Endo-“ und ‚„Ekto‘“enzyme mehr 
quantitativ als qualitativ ist. 

Man könnte daher erwarten, daß die Diphtheriebazillen in N H,- 
reichen Nährböden besser wachsen würden als in solchen, die arm 
daran sind. In der Tat ist in der genannten Arbeit von Davide 
und Dernby bereits gezeigt worden, daß die Bazillen in mit Trypsin 
gespaltener Bouillon viel besser als in gewöhnlicher gedeihen. 

Wir haben hierüber einige einfache Versuche gemacht, die dies 
klar beleuchten. 

In Tabelle IX ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Gelatine 
als Nährsubstrat diente. Es wurde eine 4 proz. Lösung von Gelatine 
hergestellt und in zwei Portionen, a und b, eingeteilt. a wurde 
in den Eisschrank gestellt, zu b wurde eine kleine Menge Trypsin- 
lösung und so viel NaOH zugesetzt, daß pa = 8,0 wurde. Diese 
Portion blieb über Nacht im Brutschrank bei 37% Dann wurde 
durch Formoltitrierung der NH,-Gehalt bestimmt. Sowohl zu a 
als zu b wurde jetzt so viel NaOH zugesetzt, daß in beiden 
pn = 7,4 wurde. Dann wurden Mischungen von a und b, wie in 
Tabelle IX angegeben, bereitet und zu je 10ccm in Röhrchen gefüllt. 
Es zeigte sich aber, daß Diphtheriebazillen in Nährlösungen, die 
nur Gelatine oder deren Spaltprodukte enthalten, durchaus nicht 
wachsen wollen. Daher wurde in jedes Röhrchen noch lccm eines 
Kochextraktes von 10g Hefe in 100ccm Wasser eingefúllt, um 
die nötigen wachstumsfördernden Substanzen hinzuzufügen. Als- 
dann wurden die Röhrchen wie gewöhnlich sterilisiert. Auch wurden 
Kontrollversuche nur mit Gelatinemischungen gemacht, ebenso solche 
mit Hefeextrakt allein. 


Tabelle IX. 


Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Gelatine- 
mischungen. 
a) 9ccm Gelatinemischung + 1 cem Wasser. 
b) 9 cem Gelatinemischung + 1 cem Hefenextrakt. 


Temperatur 37°. Stamm Kling B. py überall = 7,2 bis 7,4. 








0 Mischungsverhältnis | Wachstum nach 4 Tagen 
NE FR Gelatine | Gesp. Gelatine | ao o boo 

1 | 100 io — "0 0 

2 15 | > ı 0 + 

3 | 50 | 0 SE 

4 | ap | 0 0 ++ 

5 | — | 100 10 TEA 

6 Hefeextrakt allein | 0 0 
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Tabelle IX zeigt, daß nur in den Hefeextrakt enthaltenden 
Mischungen Wachstum eintrat. Dasselbe war jedoch nicht sehr 
üppig. Jedenfalls müssen solche Mischungen zur Erwerbung de 
Wachstums frische Extraktivstoffe enthalten. In den drei NH, 
reichsten Röhrchen war das Wachstum am besten, in den nur ang 
Gelatine bestehenden Proben dagegen nahezu gleich Null. Es scheint 
also, als ob die Diphtheriebazillen sich in NH,-reichen Substanzen 
besser entwickeln kónnen. 

In Tabelle X ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Kalbe- 
bouillon ohne Zusatz von Pepton als Substrat benutzt wurde. 

Die für diese Versuche benutzte Kalbsbouillon wurde folgendermaßen 
hergestellt: 3kg zerkleinertes Kalbfleisch wurde in 4 Liter Wasser ein- 
getragen, über Nacht im Eisschrank stehen gelassen, darauf 3 Stunden 
lang bei 60 bis 70° digeriert, aufgekocht und durch ein Siebtuch und Papier 
filtriert. Die Bouillon wurde in zwei Teile, A und B, geteilt. A blieb un- 
verändert, während zu B 0,5g Trypsin zugesetzt wurden. B blieb über 
Nacht im Brutschrank, wobei eine tryptische Spaltung eintrat. Die ge- 
spaltene Bouillon wurde dann nochmals filtriert und sowohl A wie B mit 
NaOH neutralisiert. A hatte ph = 7,6 (weil on hier bei der Sterilisierung 
etwas sinken würde) und B pu = 7,3. Es wurden Mischungen, wie Tabelle X 
angibt, gemacht und sterilisiert. py war in sämtlichen Röhrchen gleich 
und betrug etwa 7,3. 





Tabelle X. 
Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Bouillons. 


20 ccm Bouillon für jede Probe benutzt. Stamm Kling B. Tempe- 
ratur 37%. mp überall zwischen 7,2 bis 7,4. 





inostick» 





| Mischungsverhältnis Amin 




















ı stoff (ber. Wachstum nach 

1: SE Ee Totals || N 
NeraN Ss E Stickstoff) SE EE E e, i Bemerkungen 

t Ponulon Bouillon ? 90 Stunden Stunden Stunden Stunden 
1: 100 | — 2 001% 502 
SH 90 10 15 | d 0 SS + 
35 "0 20, 25 0 | 0 4- | + 
S | 2 | 2 2 SS + GER | Keine dieser Bouillons 
S | Se | 2 > SE KSE EE enthielt nach 8 Tagen 
6 y 10 ` 90 ' 51 P aeaa er | brauchbares Toxin. 
"II IW DH + oilit 


Aus Tabelle X geht hervor, daß das Wachstum in den an 
Aminostickstoff reichsten Röhrchen am schnellsten begann, während 
in der ungespaltenen Bouillon überhaupt kein Wachstum eintrat. 
Die Diphtheriebazillen brauchen zu ihrem Wachstum Aminostickstoff, 
und da extrazellulär wirkende Enzyme fehlen, können sie die Peptid- 
bindungen nicht spalten. 

Ganz anders ist das Bild, wenn wir Bakterien wie Subtilis, 
Proteus u. a. vor uns haben, die stark wirkende extrazelluläre proteo- 
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lytische Enzyme produzieren. Diese Bakterien können sich sehr gut 
auf ungespaltener Gelatine oder Bouillon entwickeln. 

Es verdient noch erwähnt zu werden, daß in diesem Falle die 
Bazillen, auch wenn sie gut wuchsen, kein Toxin produzierten (in 
Tabelle X Nr. 4 bis 7). | 

Wir entnehmen diesen Versuchen den praktischen Wink, daß es 
für das Wachstum vorteilhaft ist, die Nährbouillon zur Züchtung von 
Diphtheriebazillen vorher so weitgehend wie möglich gespalten zu 
haben. Ob eine dergleichen tiefe Spaltung für die Toxinbildung nütz- 
lich ist, ist daher nicht sicher. Diese Frage wird aber in einer 
folgenden Arbeit untersucht werden. 

Welche speziellen Aminosäuren für die Toxinbildung besonders 
wichtig sind, ist ein Problem, das seither noch ungelöst ist. Wir 
verweisen auf einige Versuche von Davis and Ferry, welche behaupten, 
daß besonders Cystin hierbei wichtig ist. Es bedarf noch langer 
und mühsamer Untersuchungen, ehe diese wichtigen Fragen gelöst 
werden können. In Walbums erwähnter Arbeit sind einige sehr 
anerkennenswerte Versuche über die Bedeutung der Zusammensetzung 
des Peptons enthalten }). 


VII. Die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherietoxin. 


Über die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das 
Diphtherietoxin liegen in der älteren Literatur mehrere Angaben vor, 
so z. B. Gamaleja (1892), Gibier (1896), Charrin (1896), Lefevre (1898), 
Ransom (1898), Sieber und Schoumow-Simanoweki (1898) und Carrière 
(1899) haben gezeigt, daß die Verdauungsenzyme sowohl in vivo wie 
in vitro das Diphtherietoxin zerstören. Eine entgegengesetzte Meinung 
vertritt nur Repin (1892). 

Emmerich und Löw (1899) haben gezeigt, daß das proteolytische 
Enzym, welches in Pyocyaneus-Kulturen anwesend ist; das Diphtherie- 
toxin zerstören kann. 

Wir haben einige Versuche hierüber angestellt und als Enzym- 
präparat teils Trypsin, teils autolysierte Diphtheriebazillen angewendet. 

Die Trypsinversuche wurden folgendermaßen ausgeführt: Zu 
bereits fertigem, starkem Toxin wurde eine gewisse Menge Trypsin 


1) Bei Beurteilung diesbezüglicher Fragen muß man alle denkbaren 
Faktoren in Betracht ziehen, andernfalls kann man zu den eigentüm- 
hchsten Schlußfolgerungen kommen, wie z. B. eine amerikanische For- 
scherin, H. L. Wilcox (1922), welche behauptet, daß der Gebrauch von 
Wittepepton schuld daran sei, daß ihre Diphtheriestämme ihr Toxin- 
produktionsvermögen verloren hätten. Da sie weder den Zuckergehalt, 
die Wasserstoffionenkonzentration noch andere chemische Faktoren unter- 
sucht hat, ist es selbstverständlich, daß der Wert ihrer Befunde äußerst 
gering anzuschlagen ist. 


spaltungsprodukt gehört hierher, ebenso die Untersuchung 
über die Beziehungen des genannten geschwefelten Protein- 
bausteins zu einem wichtigen Gallenbestandteile, dem Taurin. 
Es ist unmöglich, die zahlreichen und auf verschiedensten 
Gebieten liegenden Arbeiten, die von Hofmeister selbst oder 
seinen Mitarbeitern ausgeführt worden sind, hier aufzuzählen. 
Erwähnung mögen nur noch einige Tatsachen finden. Ihm 
gelang als Erstem die Kristallisation bis dahin nur in 
amorphem Zustande bekannter Proteine, z. B. des Ovalbumins. 
In seinem Laboratorium wurde die tryptische Verdaubarkeit 
der Curtiusschen Biuretbase entdeckt, die dann als Tri- 
glycyl-glycin-ester erkannt ist. Die Beschäftigung mit den 
höheren Molekülverbänden der Aminosäuren sind der Anstoß 
zu seiner berühmt gewordenen Lehre von den säureamid- 
artigen Strukturen der Proteine geworden; sie ist durch die 
allbekannten Synthesen Emil Fischers und die analytischen 
Befunde A. Kossels als richtig erwiesen worden. 

Es kann nicht wundernehmen, daß aus der Schule 
eines Mannes von so überragenden Eigenschaften als Forscher, 
Lehrer und Mensch, wie sie Hofmeister besaß, bedeutende 
Gelehrte hervorgegangen sind, die — auch in schwersten 
Zeiten die Ideale des großen Vorbildes pflegend — heute an 
deutschen und ausländischen Hochschulen wirken. 
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I. Einleitung. 


Daß die Diphtheriebazillen proteolytische Enzyme besitzen, ist 
wohl eine Frage, die postuliert werden kann, und ebenso ist es wohl 
nicht unwahrscheinlich, daß diese Enzyme sowohl für das Wachstum 
der Mikroorganismen, als auch für die Toxinbildung von Bedeutung 
sind. Die Erforschung dieser Enzyme und — wenn möglich — eine 
Bestimmung ihrer Art und Wirkungsweise ist das nächste Ziel 
dieser Arbeit. 

Der Diphtheriebazillus besitzt jedenfalls keine kräftig wirkenden 
proteolytischen extrazellulären Enzyme Hierfür spricht unter 
anderen der alte Befund, daß Gelatine gar nicht von Diphtherie- 
bazillenkulturen verflüssigt wird. Übrigens sind, soweit uns be- 
kannt, keine eingehenderen Untersuchungen betreffs der proteoly- 

]* 
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tischen Enzyme der Diphtheriebazillen gemacht worden. Fermi 
(1892), der die meisten Mikroorganismen auf proteolytische Fähigkeit | 
geprüft, scheint die Diphtheriebazillen nicht untersucht zu haben. 

Die Bedeutung der Eiweißspaltung für die Züchtung der 
Diphtheriebazillen wurde bereits in einer früheren Arbeit aus dem 
hiesigen Laboratorium hervorgehoben (Davide und Dernby 1921). 
Dabei stellte sich heraus, daß es vorteilhaft war, die Nährbouillon 
im voraus durch Trypsin zu spalten. In solchem Falle wird das 
Wachstum üppiger und stärker als bei der Benutzung von un- | 
gespaltener Bouillon. Dieser Befund könnte auf einen gewissen 
Mangel an proteolytischen Enzymen bei den Diphtheriebazillen | 
deuten, und diese Frage werden wir auch hier behandeln. | 

Eine andere wichtige Frage, die mit der proteolytischen Tätig- | 
keit der Diphtheriebazillen zusammenhängt, ist die Beziehung 
zwischen der Steigerung der Alkalinität und der Toxinbildung 
während der Züchtung. Zuerst steigt die Toxizität parallel mit der 
Alkalinität, aber bei einem gewissen Punkte erreicht die Toxizität 
ein Maximum und sinkt dann schnell, während die Alkalinität noch 
weiter steigt. 

Im folgenden nehmen wir dasselbe Problem auf, aber unter ` 
einem anderen Gesichtspunkt. Wir betrachten nicht die erhöhte 
Alkalinitát an und für sich als die primäre, sondern als eine 
sekundäre Erscheinung, die selbst durch die proteolytische Tätigkeit 
der Diphtheriebazillen bewirkt wird. Unser Arbeitsplan bezweckt, 
die Beziehung zwischen der proteolytischen Tätigkeit der Diphtherie- 
bazillen und der Zerstörungseinwirkung des Toxins zu studieren. 

In der neuerdings erschienenen Arbeit von Walbum (1922) über 
das Diphtherietoxin ist die Frage von den proteolytischen Erscheinungen 
. der Diphtheriebazillen nicht angeschnitten worden. Auch nicht in 
den Arbeiten von Abt und Loiseau (1922) oder von Hartley (1922). 


II. Versuchsmethodik. 


Betreffs der Versuchsmethodik können wir uns kurz fassen, da die 
meisten hier von uns gebrauchten Methoden schon in früheren Arbeiten 
beschrieben sind. 

Bereitung der Náhrbouillon. Die in der vorhergehenden Mitteilung 
(Dernby und Siwe, 1922) erwähnte Kalbsbouillon, die mit Hefe vergoren 
und durch Trypsin gespalten ist, haben wir auch hier benutzt. 


Reagens auf proteolytische Enzyme. 


Gelatineprobe. Wir haben uns der Fermischen Methode in der Modi- 
fikation von Palitzsch und Walbum bedient. In einer früheren Arbeit 
ist dieselbe ausführlich beschrieben (Dernby, diese Zeitschr. 1917). In 
Tabelle I geben wir ein Beispiel von der Zusammensetzung der Gelatine- 
mischungen. 
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Tabelle 1. 
Zusammensetzung der Gelatinemischungen. 


Die Gelatinelösung enthielt 14°/, Gelatine und 0,5%, Thymol. 
10 ccm Gelatine + HCl oder NaOH + Wasser = 12 cem. 








| NHCI n NaOH H,O 
ee SS bh ee A 
1 10 — 110 3.0 
2 02 — 1.18 40 
310 - = 20 48 
4 = | 0,04 1.96 5.5 
5 2 01 19 63 
6 - 02 18 7.0 
SCH 03 17 8.3 


Die in diesbezüglichen Tabellen angegebenen Zahlen bedeuten: 


ganz starr, 

Oberfläche beweglich, 

kleine Stücke können losgerüttelt werden, 
stark beweglich, 

dickflüssig, 

flüssig, 

leicht flüssig. 

Peptonprobe. Die Peptonprobe wurde in der Weise ausgeführt, daß 
identischen Peptonlösungen durch Zusatz von Salzsäure oder Natronlauge 
ungleiche Wasserstoffionenkonzentrationen erteilt wurden. 

Tabelle II gibt ein Beispiel einer solchen Präparation. 


O NA Nro 
IW Nr 


Tabelle II. 
Zusammensetzung der Peptonmischungen. 


10 ccm 4proz. Pepton (Witte) + HCl oder NaOH + Wasser = 40 ccm. 
Chloroform und Toluol als Antiseptikum. 








Ne ` "DON ET | Pu Bemerkungen 
WS REKT RES 2 > 

li — ' 06 | 30 | | 

2 së 01 4.0 A 

E cl e bom trübe 

4 00. —= | 55 

5° 008. — 62 

6 02 s A Ad 

7, 03 - 3 7 

8 | 0,5 = | 8,5 


Die Spaltung des Peptons wurde durch die Sörensensche Formol- 
methode verfolgt (s. Jessen-Hansen, 1911, und Dernby, 1917). Alle Proben 
wurden zunáchst unter Anwendung von Phenolrotpapier als Indikator 
auf pg = 7,0 bis 7,2 gebracht, dann die neutralisierte Formolmischung 
zugesetzt und zuletzt mit n/10 NaOH bis zur Rotfárbung des o-Kresol- 
phthaleins titriert. Die vorhandenen Mengen von Phosphor- und Kohlen- 
säure wurden nicht beseitigt, was übrigens kaum nötig ist, da es sich überall 
nur um relative Messungen handelt. 
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Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Hierfür wurde die elektrische Methode in der Michaelisschen Aus- 
führung und die kolorimetrische nach Sörensen, jedoch mit den Indikatoren 
von Clark und Lubs, angewendet. Wegen Einzelheiten s. Dernby und 
Allander, 1921. 


MI. Proteolytische Spaltung der Nährbouillon während des Wachstums. 


Schon längst haben wir bemerkt, daß das fertige Diphtherie- 
toxin reicher an Aminostickstoff ist als die ursprüngliche Bouillon, 
und dieser Befund deutet auf das Vorhandensein von proteolytischen 
Enzymen in den Diphtheriebazillen hin. 

In Tabelle III haben wir einige von unseren letzten Toxin- 
nummern in dieser Hinsicht geprüft und mit der Formolmethode 
den Gehalt an Aminostickstoff bestimmt. 

Gleichzeitig versuchten wir, den Eiweißgehalt abzuschätzen. 
Da die in der Bouillon vorhandenen Eiweißstoffe zu einem großen 
Teil aus Keratinen u. dgl. bestehen, ist es nicht leicht, eine ein 
wandfreie Methode zu erhalten. Wir haben Spieglers Reagens 
(HgCl, + Seignettesalz) benutzt, in Zentrifugenröhrchen mit gra- 
dierter Spitze 3ccm von Spieglers Reagens gegossen, dann 2 ccm der 
Bouillon, kräftig geschüttelt, 15 Minuten stehen gelassen und dann 
zentrifugiert und die Menge des Präzipitats abgelesen. Um keine 
falsche Genauigkeit anzugeben, bezeichnen wir die Eiweißmengen 
nur mit +, + und 0. Jedenfalls sehen wir diese Methode gar 
nicht als eindeutig an, sondern legen das Hauptgewicht auf die 
Formolmethode!). 


Tabelle III. 
Proteolytische Spaltungen in verschiedenen Bouillons. 
Sámtliche Gaben Toxin. Genommen nach 8 bis 11 Tagen. 











i ae | | Mit Spiegl R 

10 N jeglers Re 

Nr. " PH | n en er ) fallbares Eiwei 
3 Initial j Nachher, 2. Initial u Nachher 1, mi Initial | Nachher l 

182 73 + 81 106 | n2 EE 
183 | 74 | 8,0 8,6 114 ` i | — 
184 75 8,0 8,2 | 13,2 en "ir e 
185 7,4 8,1 5,1 6,8 E + 
86 7,2 | 81 . 46 Gë E 
187 74 1 82 58 | 76 4 + 


1) In einer jetzt erschienenen Arbeit hat Kendall (1922) zu demselben 
Zweck mit gutem Erfolg die Methode von Folin und Wu (1919) (Fällung 
des Eiweißes mit Natriumwolframat) benutzt. Bei der Fortsetzung dieser 
Arbeiten werden wir auch diese Methode anwenden. 


| 
| 
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Tabelle IV. 
Proteolytische Spaltung der Bouillon während des Wachstums. 
Toxin Nr. 186. Stamm Kling B. Bei 37°. 

















l Aminostickstoff . S 
Nach : Mit Spieglers R $ 
Taen Pu | Ga cm non | Meere 

0 | 7,2 | 4,6 | + 
23:72.) 4,6 a 
4 74 ` 47 | E 
6 0 271. 5,1 | 

8 : 80 5,8 a 
10 ¡ 8,2 6,5 + 
12 | 83 6,6 a 
16 | 85 6,7 + 
20 " 85 6,8 (+) 

Sämtliche Proben zeigen, 


daß der Aminostickstoff ver- 
mehrt ist, in einigen Fällen 
sogar sehr beträchtlich. Auch 
sind die durch Spieglers Re- 
agens fällbaren Stoffe deut- 
lich vermindert. Die Reaktion 
hat zwischen pe = 7,2 bis 
Pu = 8,3 geschwankt, also sind 
die hier tátigen Enzyme in 
alkalischer Lósung wirksam. 

In Tabellen IV und V 
haben wir zwei Toxinpräpa- 
rationen von einem Tag zum 
andern verfolgt. Abb. 1 re, 
präsentiert Tabelle IV gra- E EE 
phisch. í Abb. 1. 

| Tabelle V. 
Proteolytische Spaltung der Bouillon während des Wachstums. 
Toxin Nr. 187. Stamm Kling B. Bei 37°. 





Mg ha CH 


am 
Bouillon 

a 

Q 


chstof 
con 


AmmOSN 
fur 0 








Aminostickstoff | . g 
ach | pu | (in ccm n/10 NaOH | Mit Spieglers Reagens 








agen i pro 10 ccm Bouillon) fällbares Eiwei 
0 | 7,4 5,8 | + 
3 75 6,0 ep 
5 | 76 6,2 
7 | 7,8 6,9 + 
9 ' 80 7,5 + 
11 ' 82 76 3 
14 | 83 7,8 K 
19 | 83 7,9 4 
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Es ist auffallend, daß während der ersten (bis zum fünften) 
Tage nur sehr unbeträchtliche meßbare Veränderungen der Nähr- 
bouillon eintreten. py steigt nur sehr mäßig, der Gehalt an Amino- 
stickstoff ist nahezu konstant und das Eiweiß scheint auch intakt 
zu sein, obgleich schon am zweiten Tage eine kräftige Häutchen- 
bildung eingetreten ist. 

Aber nach dem fünften Tage verändert sich das Bild. Das 
Wachstum ist der Hauptsache nach zum Stillstand gekommen, und 
man darf wohl annehmen, daß nun der Zerfall der Zellen beginnt. 
Do steigt sehr rasch von einem Tag zum andern, das Eiweiß 
nimmt ab und der Gehalt an Aminostickstoff steigt. Nach etwa 
15 Tagen scheinen jedoch sämtliche Reaktionen gehemmt und es 
tritt Gleichgewicht ein. 

Wie allgemein bekannt ist, nimmt die Giftigkeit zuerst zu, 
passiert einen kritischen Punkt und sinkt dann. Diese Tatsache wird 
in Abschnitt VIII besprochen. 


IV. Versuche über extrazellulär wirkende Enzyme. 


In vielen früheren Arbeiten ist gezeigt, daß das Filtrat von ge- 
wissen Bakterienkulturen starke proteolytische Wirkungen aufweist. 
Hier haben wir durch Berkefeld-Kerzen filtriertes Diphtherietoxin in 
derselben Weise geprüft. Es wurden mehrere verschiedene Präpara- 
tionen untersucht. | 

Gelatineprobe. In keinem Falle konnte beobachtet werden, daB 
Diphtherietoxin, selbst in großen Mengen, Thymolgelatine in einer 
?n-Zone von py = 3 bis py = 9 zu verflüssigen vermochte. 

Peptonprobe. Diese Probe fiel nicht immer so eindeutig aus, 
wie die Gelatineprobe. Möglicherweise war nach 24 Stunden in 
den Röhrchen mit Reaktionen von py = 5 bis pa = 8 eine kleine 
Vermehrung des Aminostickstoffes eingetreten. Aber wenn die 
Fehlergrenzen der Formolmethode und die sehr kleinen positiven 
Ausschläge in Betracht gezogen werden, so ist man berechtigt zu 
konstatieren, daß hier nur schwache proteolytische Enzyme nachzu- 
weisen waren. 


V. Versuche über die Endoenzyme der Diphtheriebazillen. 


Als Material für diese Untersuchungen benutzten wir zerriebene 
und autolysierte Bazillen: 


10 Liter Nährbouillon, worin Diphtheriebazillen 10 Tage bei 37% ge- 
wachsen waren, wurden mit Toluol getötet, abfiltriert und bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Die noch feuchte Masse (etwa 5 g) wurde in einer 
Achatschale kräftig zerrieben, dann mit Chloroform und Toluol über Nacht 
in den Brutschrank bei 37° gestellt, dann wieder zerrieben und mit Wasser 
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verdünnt, bis eine homogene Suspension entstand. Diese Suspension 
wurde als Enzympräparat benutzt, und zwar haben wir zwei verschiedene 
benutzt, die wir a und b nennen. a enthielt 4,5mg, b 7,6 mg Totalstickstoff 
pro Kubikzentimeter. 

Wenn sehr kleine Mengen der Suspension zugesetzt waren, 
wurde die Gelatine nur sehr schwierig verflüssigt, wie Tabelle VI 
zeigt. Die größte Wirkung scheint im sauren Gebiet zu liegen; das 
würde auf pepsinähnliche Enzyme hindeuten, aber die Wirkungen 
sind so gering, daß wir es für das sicherste halten, keine weiteren 
Schlußfolgerungen aus diesem Experiment zu ziehen. Die Verhält- 
nisse liegen hier ähnlich wie bei den Tuberkelbazillen (siehe Dernby 
und Näslund). 


Tabelle VI. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 


Präparat a, enthaltend 4,5 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5 ccm Gelatine + 0,2 cem Bazillenemulsion. Temperatur 37°. 





Verflüssigungsgrad 


Nr.| Pu | nach 6 Stunden | nach 24 Stunden 





+ Banken. | Kontrolle | + allas | Kontrolle 





























1| 30| o o | 4 2? 
Gu dn 8 0 2 0 
ai as | 0 0 1 0 
4" 55 0 o 1 o 0 
5| 63 | 0 o 10 0 
6i 70 0 o | o0 0 
71 83 | 0 0 * 0 0 
Tabelle VII. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 


Präparat b, enthaltend 7,6 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter. 
5 ccm Gelatine + Leem Bazillenemulsion. Temperatur 37°. 





| Verflüssigungsgrad 


| 

















Nr. l PH | nach 6 Stunden i nach 24 Stunden 
| ‚ + Bazillen | Kontrolle |! + Bazillen Kontrolle 
1| aal 4 Le A. e 2? 
2 4,0 | 2 | 0 | 3 6 
Il DIA 0 
4 5,5 ' 1 | 0 3 0 
5| 63| 0 0 5 0 
6, 70 | 6 8 5 0 
sl ei o | 0 5 0 





In Tabelle VII haben wir mit einer bedeutend größeren Bazillen- 
menge gearbeitet. In diesem Falle wird die Gelatine auch in den 
neutralen und alkalischen Röhrchen verflússigt. Das Optimum 
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scheint ungefähr am Neutralpunkt zu liegen. Demnach würde das 
Enzym zur Tryptasegruppe gehören wie die meisten Bakterien- 
proteasen (siehe Dernby, 1921). 

Dagegen ging die Spaltung von Pepton mit Leichtigkeit vor 
sich. Wir reproduzieren hier einen unserer Versuche, der sehr 
deutlich das Vorhandensein eines tryptaseähnlichen Enzyms zeigt 
(siehe Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 
Diphtheriebazillen auf Pepton. 
10 cem Pepton + 0,5ccm Präparat a. 16 Stunden bei 37°. 











| Freigemachter Aminostickstoff 
Nr. | PH in ccm n/10 NaOH pro 20 ccm 

l Lösung ausgedrückt 

T 3,0 | 0 

2.) 4,0 | 0 

3 | 4,7 | 0,3 

d | 5,5 | 0,7 

5 6,2 | 1,8 

6 | 7,1 1,8 

g 7,7 | Lë 

8 | 8.5 | 0,3 


Betreffs der Sterilitátsfrage bei diesen Experimenten ist es 
selbstverständlich, daß bei den vielen Manipulationen mit den 
Bazillen eine absolute Sterilität nicht vorhanden war. Doch ist 
überall Toluol, Chloroform und Thymol in genügender Menge zu- 
gesetzt, um das Wachstum fremder Mikroorganismen zu verhindem. 
Die Kontrollproben zeigen ja auch keine Infektion. 

Die Schlußfolgerung aus diesen Versuchen ist also, daß man 
in den autolysierten Diphtheriebazillen mit Sicherheit Endoenzyme 
von Tryptasenatur nachweisen kann. 

In bezug auf proteolytische Tätigkeit müssen also die Diphtherie- 
bazillen als sehr wenig aktiv bezeichnet werden und rangieren in 
eine Klasse mit Pneumokokkus (Cullen and Avery), Tuberkelbazillen 
(Dernby und Näslund), gewissen Staphylokokken u. a. 

Es unterliegt jedenfalls keinem Zweifel, daß es diese Enzyme 
sind, die die erwähnte Spaltung der Nährbouillon hervorrufen. 


VI. Die Bedeutung der Eiweißspaltung für das Wachstum der Diphtherie- 
bazillen. 

Wir haben im vorhergehenden gezeigt, daß die proteolytischen 
Enzyme der Diphtheriebazillen als ‚Endoenzyme‘ zu bezeichnen sind, 
die nur beim autolytischen Zerfall der Mikroorganismen frei werden. 
Und zwar sind die hierbei gebildeten Tryptasen viel weniger aktiv 
als diejenigen von B. Proteus, B. Subtilis usw., die wohl besser ,,Ekto- 
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enzyme'* genannt werden sollten. Übrigens sind wir der Meinung, 
daß der Unterschied zwischen ,,Endo-“ und ‚Ekto‘“enzyme mehr 
quantitativ als qualitativ ist. 

Man könnte daher erwarten, daß die Diphtheriebazillen in N H,- 
reichen Nährböden besser wachsen würden als in solchen, die arm 
daran sind. In der Tat ist in der genannten Arbeit von Davide 
und Dernby bereits gezeigt worden, daß die Bazillen in mit Trypsin 
gespaltener Bouillon viel besser als in gewöhnlicher gedeihen. 

Wir haben hierüber einige einfache Versuche gemacht, die dies 
klar beleuchten. 

In Tabelle IX ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Gelatine 
als Náhrsubstrat diente. Es wurde eine 4 proz. Lösung von Gelatine 
hergestellt und in zwei Portionen, a und b, eingeteilt. a wurde 
in den Eisschrank gestellt, zu b wurde eine kleine Menge Trypsin- 
lösung und so viel NaOH zugesetzt, daß pg = 8,0 wurde. Diese 
Portion blieb über Nacht im Brutschrank bei 37°. Dann wurde 
durch Formoltitrierung der NH,-Gehalt bestimmt. Sowohl zu a 
als zu b wurde jetzt so viel NaOH zugesetzt, daß in beiden 
vn = 7,4 wurde. Dann wurden Mischungen von a und b, wie in 
Tabelle IX angegeben, bereitet und zu je 10ccm in Röhrchen gefüllt. 
Es zeigte sich aber, daß Diphtheriebazillen in Nährlösungen, die 
nur Gelatine oder deren Spaltprodukte enthalten, durchaus nicht 
wachsen wollen. Daher wurde in jedes Röhrchen noch l ccm eines 
Kochextraktes von 10g Hefe in 100ccm Wasser eingefüllt, um 
die nötigen wachstumsfördernden Substanzen hinzuzufügen. Als- 
dann wurden die Röhrchen wie gewöhnlich sterilisiert. Auch wurden 
Kontrollversuche nur mit Gelatinemischungen gemacht, ebenso solche 
mit Hefeextrakt allein. 


Tabelle IX. 


Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Gelatine- 
mischungen. 
a) 9 ccm Gelatinemischung + 1 cem Wasser. 
b) 9 com Gelatinemischung + 1 cem Hefenextrakt. 


Temperatur 37% Stamm Kling B. py überall = 7,2 bis 7,4. 


| 








Mischungsverhältnis | Wachstum nach 4 Tagen 
EE A 
Eu Nat. Gelatine | Gesp. Gelatine | a | bo ` 
1 | 100 1 © 0 
2 | 75 25 | 0 + 
3. 50 50 | 0 dE 
4| 25 o j 0 AD 
5 — | 100 $ 0 ++ 
6 Hefeextrakt allein I 0 0 
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Tabelle IX zeigt, daß nur in den Hefeextrakt enthaltenden 
Mischungen Wachstum eintrat. Dasselbe war jedoch nicht sehr 
üppig. Jedenfalls müssen solche Mischungen zur Erwerbung des 
Wachstums frische Extraktivstoffe enthalten. In den drei NH,- 
reichsten Röhrchen war das Wachstum am besten, in den nur aus 
Gelatine bestehenden Proben dagegen nahezu gleich Null. Es scheint 
also, als ob die Diphtheriebazillen sich in NH,-reichen Substanzen 
besser entwickeln können. 

In Tabelle X ist ein Versuch wiedergegeben, in dem Kalbs- 
bouillon ohne Zusatz von Pepton als Substrat benutzt wurde. 

Die für diese Versuche benutzte Kalbsbouillon wurde folgendermaßen 
hergestellt: 3kg zerkleinertes Kalbfleisch wurde in 4 Liter Wasser ein- 
getragen, über Nacht im Eisschrank stehen gelassen, darauf 3 Stunden 
lang bei 60 bis 70° digeriert, aufgekocht und durch ein Siebtuch und Papier 
filtriert. Die Bouillon wurde in zwei Teile, A und B, geteilt. A blieb un- 
verändert, während zu B 0,5g Trypsin zugesetzt wurden. B blieb über 
Nacht im Brutschrank, wobei eine tryptische Spaltung eintrat. Die ge- 
spaltene Bouillon wurde dann nochmals filtriert und sowohl A wie B mit 
NaOH neutralisiert. A hatte pa = 7,6 (weil py hier bei der Sterilisierung 
etwas sinken würde) und B pg = 7,3. Es wurden Mischungen, wie Tabelle X 
_ angibt, gemacht und sterilisiert. pn war in sämtlichen Röhrchen gleich 
und betrug etwa 7,3. 


Tabelle X. 
Wachstum der Diphtheriebazillen in verschieden tief gespaltenen Bouillons. 


20 ccm Bouillon für jede Probe benutzt. Stamm Kling B. Tempe- 
ratur 37% pp überall zwischen 7,2 bis 7,4. 


| Mischungsverhältnis ‚Aminostick- Wachstum nach 
í stoff (ber. 

















auf Totals ' 
A oa suso Eet lo kungen 

“lo Bouillon Pon on |; Olo Stunden Stunden | Stunden Stunden | 
| wl -ı r "ololala 
2i 90 KENE 
3 | 70 30 l 25 A 0 | 0 + + , 
A1 50 50 | 30.01.0014 | ++ +++ ns 
| ne di uilon 
ai need 
ZE EC ed 
EN EC E EE EEN 


Aus Tabelle X geht hervor, daß das Wachstum in den an 
Aminostickstoff reichsten Röhrchen am schnellsten begann, während 
in der ungespaltenen Bouillon überhaupt kein Wachstum eintrat. 
Die Diphtheriebazillen brauchen zu ihrem Wachstum Aminostickstoff, 
und da extrazellulär wirkende Enzyme fehlen, können sie die Peptid- 
bindungen nicht spalten. 

Ganz anders ist das Bild, wenn wir Bakterien wie Subtilis, 
Proteus u. a. vor uns haben, die stark wirkende extrazelluläre proteo- 
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lytische Enzyme produzieren. Diese Bakterien können sich sehr gut 
auf ungespaltener Gelatine oder Bouillon entwickeln. 

Es verdient noch erwähnt zu werden, daß in diesem Falle die 
Bazillen, auch wenn sie gut wuchsen, kein Toxin produzierten (in 
Tabelle X Nr. 4 bis 7). . 

Wir entnehmen diesen Versuchen den praktischen Wink, daß es 
für das Wachstum vorteilhaft ist, die Nährbouillon zur Züchtung von 
Diphtheriebazillen vorher so weitgehend wie möglich gespalten zu 
haben. Ob eine dergleichen tiefe Spaltung für die Toxinbildung nütz- 
lich ist, ist daher nicht sicher. Diese Frage wird aber in einer 
folgenden Arbeit untersucht werden. 

Welche speziellen Aminosäuren für die Toxinbildung besonders 
wichtig sind, ist ein Problem, das seither noch ungelöst ist. Wir 
verweisen auf einige Versuche von Davis and Ferry, welche behaupten, 
daß besonders Cystin hierbei wichtig ist. Es bedarf noch langer 
und mühsamer Untersuchungen, ehe diese wichtigen Fragen gelöst 
werden können. In Walbums erwähnter Arbeit sind einige sehr 
anerkennenswerte Versuche über die Bedeutung der Zusammensetzung 
des Peptons enthalten 11. 


VO. Die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherietoxin. 


Über die Einwirkung von proteolytischen Enzymen auf das 
Diphtherietoxin liegen in der älteren Literatur mehrere Angaben vor, 
so z. B. Gamaleja (1892), Gibier (1896), Charrin (1896), Lefevre (1898), 
Ransom (1898), Sieber und Schoumow-Simanowski (1898) und Carrière 
(1899) haben gezeigt, daß die Verdauungsenzyme sowohl in vivo wie 
in vitro das Diphtherietoxin zerstören. Eine entgegengesetzte Meinung 
vertritt nur Repin (1892). 

Emmerich und Löw (1899) haben gezeigt, daß das proteolytische 
Enzym, welches in Pyocyaneus-Kulturen anwesend ist; das Diphtherie- 
toxin zerstören kann. 

Wir haben einige Versuche hierüber angestellt und als Enzym- 
präparat teils Trypsin, teils autolysierte Diphtheriebazillen angewendet. 

Die Trypsinversuche wurden folgendermaßen ausgeführt: Zu 
bereits fertigem, starkem Toxin wurde eine gewisse Menge Trypsin 


1) Bei Beurteilung diesbezüglicher Fragen muß man alle denkbaren 
Faktoren in Betracht ziehen, andernfalls kann man zu den eigentüm- 
lichsten Schlußfolgerungen kommen, wie z. B. eine amerikanische For- 
scherin, H. L. Wilcox (1922), welche behauptet, daß der Gebrauch von 
Wittepepton schuld daran sei, daß ihre Diphtheriestámme ihr Toxin- 
produktionsvermögen verloren hätten. Da sie weder den Zuckergehalt, 
die Wasserstoffionenkonzentration noch andere chemische Faktoren unter- 
sucht hat, ist es selbstverständlich, daß der Wert ihrer Befunde äußerst 
gering anzuschlagen ist. 
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(Merck) zugesetzt und mit Toluol als Antisepticum in den Brut- 
schrank gestellt. Gleichzeitig wurde ein Kontrollversuch ohne Trypsin 
angesetzt. Tabellen XI und XII zeigen zwei solche Versuche. 


Tabelle XI. 
Zerstörung des Toxins durch Trypsin. 


a) Toxin Nr. 186. 
b) 40 ccmd:0 + 0,05 g Trypsin. 16 Stunden bei 37°. Toluol zugesetzt. 





| | Formolstickstoff Min. tödl. Dose 














i 10 für 250 g M 
Di d PH | Na OH». 10 ccm | ed ehen. 
a | 80 | A8 (d eem 
bl 73 10,2 008 „ 
| ' (Keine 
Infiltration) 
Tabelle XII. 


Zerstörung des Toxins durch Trypsin. 


a) Toxin Nr. 186. 
b) 40 cem d: 0 + 0,1 g Trypsin. 40 Stunden bei 37°. Toluol zugesetzt. 














] ee sn ce 
Nr. in ccm n ür 250 g Meers 
r | PH Na O H p. 10 ccm schweinchen 
a l 8,0 | | o 5,8 | 0,004 ccm 
b! 69 11,4 >002 „ 
| | | (Keine 

l ! Infiltration) 


Daraus geht hervor, daß das Trypsin das Toxin sehr stark 
schwächen kann. Auch ist die Toxinbouillon sehr stark gespalten 
worden. Aber hieraus kann man gewiß nicht schließen, daß das 
Toxin selbst Eiweißnatur haben muß, sicher ist dagegen, daß ein 
proteolytisches Enzym das Toxin zerstören kann. 

In Tabelle XIII und XIV zeigen einige Versuche, in denen 
zerriebene und autolysierte Diphtheriebazillen zum Toxin zugesetzt 
wurden. Die Herstellung der Bazillensuspension wurde bereits in 
Abschnitt V beschrieben. 


Tabelle XIII. 


Toxin + Diphtheriebazillen. 
a) Toxin Nr. 186. 
b) 20 ccm d:0 + 5 ccm zerriebene Bazillen. 16 Stunden bei 37°. 
c) Bazillensuspension. 








Nr. | Min. tödliche Dose für 250g Meerschweinchen 














& | 
b c:a 0,008 , 
c 1,5 = 


Proteolytische Enzyme der Diphtheriebazillen usw. 15 


Tabelle XIV. 


Toxin + Diphtheriebazillen. 
a) Toxin Nr. 188. 
b) 20 ccm d:0 + 5 ccm autolysierte Bazillen. 20 Stunden bei 37°. 

















` Min Min. tödliche Dose | 
Nr. | für 250g Ä Bemerkungen 
Meerschweinchen | 
a el 0,005 com ` 1 Für 0,015 ccm Tier nach drei Tagen gestorben 
b l 0,012 5 K , 0,01 „ Tier lebt aber mit Infiltration 
Tabelle XV. 


Toxin + Diphtheriebazillen. 
a) Toxin Nr. 190. 
Kë 20ccm d:0 + beem autolysierten Bazillen. 16 Stunden bei 37°. 


Min. SC en Dose || Min. tödliche Dose | 
Bemerkungen 
Meerschweinchen | 
< 0,001 cem Ä Für 0,001 ccm Tier nach 36 Stunden gestorben 
> 0,004 an 1. 0004 , Tier lebt. Höhere Konz. nicht geprüft 














Auch hier können wir eine sichere Hemmung konstätieren. Ob 
es die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen oder andere 
Autolysenprodukte sind, die diese Zerstörung bewirken, ist schwer zu 
sagen. Am einfachsten ist wohl die Annahme, daß die proteolytischen 
Enzyme daran schuld sind. 


VII. Die Beziehung zwischen Wasserstoffionenkonzentration, den proteo- 
lytischen Enzymen und der Bildung des Toxins. 


In einer Arbeit von Dernby und Lundgren und ebenso auch in 
dem umfassenden Werk von Walbum (1922) ist die Stabilität des 
Diphtherietoxins bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
ermittelt worden. In Abb. 2A ist 
diese charakteristische Kurve wieder- 
gegeben. 

Es ist also nicht wahrscheinlich, 
daß die OH-Ionen an und für sich, 
wenn die Alkalinität unter pg = 9 liegt, 
das Toxin in kurzer Zeit zerstören. 

Aber in der Praxis hat man andere 
Erfahrungen gemacht, was später dis- 
kutiert wird. 


Tormstabiliiat 
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Abb. 3 repräsentiert einen Versuch von Davide und Dernby?) über 
die Beziehung zwischen Inkubationszeit, Toxingehalt und Pu. Ps 
in der Nährbouillon war anfangs 7,2, stieg dann mit der Zeit. Am 
achten Tage war pu = 8 und die Toxinmenge hatte ihr Maximum. 
Steigt py weiter, so sinkt die Toxin- 
menge. 

Wenn man aus diesen Befunden 
eine Kurve (Abb. 2B) für die Stabi- 
lität des Diphtherietoxins bei ver- 
schiedenem py konstruieren wollte, 
würde man eine ganz andere, und 
zwar eine viel steiler abfallende 
erhalten als diejenige in Abb. 24. 

Diese auf verschiedenen Wegen 
ermittelten Beziehungen zwischen 
Toxinstabilitát und pa stehen also 
in scheinbarem Widerspruch 2v- 

Abb. 3. einander. 

Die Beziehung zwischen der erhöhten Alkalinitát und der Toxin- 
bildung ist wiederholt in der Fachliteratur diskutiert worden. 

Schon Spronck (1895) hat drei Wachstumstypen aufgestellt. 
Madsen, der diese Fragen ausführlich studiert hat, konnte nur die 
Typen A und B nachweisen. 








, viel Zucker spärlich bleibt sauer 
| Pes , 
B. | Enthält wenig .| Wachstum Die Reaktion wird zuerst | Toxin un. 
' Zucker | gut sauer, aberschlägt um | *“rtetw 


i | ' und wird alkalisch 
C. ' Enthält keinen Wachstum ` Die Reaktion wird nur | Toxin kan e 


| Zucker gut -alkalisch | wartet werden 


Die anfängliche Säuerung des Mediums beruht offenbar auf der 
Anwesenheit des Zuckers. Aber wie erklärt sich die Verschiebung 
der Reaktion nach der alkalischen Seite? Es kann keine andere 
Erklärung gegeben werden, als daß diese Verschiebung von den 
proteolytischen Vorgängen herrührt. Zu dieser Frage hat der eine 
von uns beiden (Dernby, 1917) bereits Stellung genommen. 


1) Wegen des in diesem Winter herrschenden großen Mangels an Meer- 
schweinchen war es leider unmöglich, die Stärke des Toxins täglich zu 
prüfen. Mit Erlaubnis des Herrn Dr. H. Davide teilen wir hier einen von 
ihm und dem einen von uns (Dernby) ausgeführten Versuch mit. Übrigens 
stehen die vielen und sehr genauen Versuche von Walbum über die Be- 
ziehung zwischen Toxinbildung und mn in gutem Einklang hiermit. 





| 


e 
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Aber nun kommt noch hinzu, daß diese gesteigerte Alkalinität 
eine gewisse Rolle für die Toxinbildung spielt. Doch gehen Toxin- 
bildung und Alkalinitätserhöhung nicht ganz parallel. 


Schon Cobbel hat nachgewiesen, daß die Alkalinitäts- und Toxi- 
zitätskurven in der ersten Zeit der Kultur parallel steigen, an einem 
gewissen Punkt aber divergieren, indem die Alkalinitätskurve weiter 
steigt, während die Toxizitätskurve sinkt. Es scheint also, als ob 
die gesteigerte Alkalinität das Toxin zerstörte. 

Bunker (1919) hat diese Verhältnisse eingehend studiert und be- 
hauptete, es gebe einen ‚optimalen py -Wert** von py = 8,0 bis pu = 8,2, 
bei dem die Toxinstärke maximal sei. Demnach sollte man durch 
Messen der ?n-Werte diesen optimalen Zeitpunkt der Toxinbildung 
bestimmen können. Gegen diese Auffassung hat ein anderer amerika- 
nischer Forscher, Davis (1920), kräftig opponiert. Dieser geht jedoch 
in seiner Kritik reichlich weit und scheint der Meinung zu sein, 
daß Messungen der Wasserstoffionenkonzentration bei der Züchtung 
von Diphtheriebazillen nur eine sehr nebensächliche Bedeutung 
haben. 

Auch Abt und Loiseau (1922) wenden sich gegen die Bunker sche 
Auffassung und meinen, daß die Wasserstoffionenkonzentration in 
keiner Beziehung zu der Kernbildung steht. 

Dagegen sind sowohl Walbum (1922) wie Hartley (1922) zu ähn- 
lichem Resultate wie Bunker gekommen. 

In den erwähnten Arbeiten von Dernby und Davide (1921) und 
Davide und Dernby (1921) ist die Beziehung zwischen Alkalinitäts- 
steigerung und Toxinbildung des öfteren erörtert worden. In dieser 
Hinsicht haben wir die Resultate der oben genannten Autoren be- 
stätigen können. | 

Bezüglich der Abb. 2 ist es klar, daß eine Zerstörung eintritt, 
wenn po größer als etwa 8 wird. Was ist die Ursache dieser 
Zerstörung? Aus Abb. 1 geht hervor, daß es die OH-Ionen an und 
für sich nicht sein können. Die Zerstörung muß daher auf irgend- 
welche anderen Faktoren zurückzuführen sein. | 

Walbum äußert sich folgendermaßen über diese Frage: 


„Man erhält den Eindruck, daß es nicht immer und ausschließ- 
lich die in der Kultur herrschende Wasserstoffionenkonzentration ist, 
die für die Zerstörung des Toxins verantwortlich gemacht werden 
kann. Es können andere Faktoren sein, die bei diesem Vorgang 
mitwirken, dessen Bedeutung unter gewissen Umständen groß sein 
kann.“ 

Betreffs dieser anderen Faktoren haben die Resultate dieser 
Untersuchung zu der Ansicht geführt, daß sie in den proteoly- 

Biochemische Zeitschrift Band 134. 2 


18 K. G. Dernby u. St. Siwe: 


tischen Enzymen der autolysierten Diphtheriebazillen zu suchen 
sind ?). | 

Dadurch erklärt sich unter anderem der oft konstatierte Sach- 
verhalt, daß in Bazillenleibern nur sehr geringe Mengen Toxin zu 
finden sind. 


IX. Schlußflolgerungen. 


1. Bei der Züchtung von Diphtheriebazillen in Bouillon werden 
die Eiweißstoffe und Peptone derselben gespalten. Diese Spaltung 
beginnt nicht von vornherein mit dem Wachstum, sondern tritt erst 
nach 4 bis 6 Tagen ein, wenn die Diphtheriebazillen wahrschein- 
licherweise autolytisch zerfallen. 


2. In filtrierter Bouillon, in der Diphtheriebazillen gezüchtet 
sind (also ‚„Diphtherietoxin‘“), sind keine oder nur sehr schwache 
proteolytischen Enzyme vorhanden. Die Diphtheriebazillen besitzen 
also keine solchen extrazellulär wirkenden Enzyme wie z.B. B. subtilis, 
B. Proteus usw. 


3. In zerriebenen und autolysierten Diphtheriebazillen können, 
wenngleich nur verhältnismäßig schwach wirkende, proteolytische 
Enzyme nachgewiesen werden, die sowohl Gelatine verflüssigen als 
auch Pepton spalten. Das Optimum für die Peptonspaltung liegt 
zwischen pe = 6,0 und pa = 7,0. Sie sind also zur Tryptasegruppe 
zu zählen. 

4. Das Nichtvorhandensein von kräftigen extrazellulären Enzymen 
deutet darauf hin, daß es vorteilhaft ist, für das Wachstum der 
Diphtheriebazillen eine an Eiweißspaltprodukten reiche Nährbouillon 
zu verwenden. 


6. Es ist wahrscheinlich, daß die Zerstörung des Diphtherie- 
toxins, wenn die Züchtung zu lange erfolgt ist, nicht in erster Linie 
durch die erhöhte Alkalinität, sondern durch die autolytischen 
Enzyme der zerfallenden Mikroorganismen bewirkt wird. 


Zuletzt ist es uns eine Freude, dem Direktor des Laboratoriums, 
Dr. Carl Kling, unseren Dank für das Interesse, das er an dieser 
Arbeit gezeigt hat, auszusprechen. 


1) Eine besondere Stütze für die von uns ausgesprochene Theorie, daß 
es nicht die vermehrte Alkalinität, sondern die autolytischen Enzyme 
sind, die das Toxin zerstören, liefern Walbums Kurven XXVI und XXIX 
(8. 138), nach denen ein Toxin schon bei einem pu-Wert zwischen 7 und 
8 geschwächt wird. In diesem Falle kann daher von dem zerstörenden 
Einfluß der OH-Ionen keine Rede sein. 
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Untersuchungen über die Leberkatalase. 


Von 


Peter Rona und Aristia Damboviceanu. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 8. August 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Eine bessere Einsicht in die physiologische Bedeutung der Katalase- 
wirkung ist erst durch die neueren Untersuchungen vor allem von 
Wieland!) und Thunberg?) angebahnt worden. Das Studium de 
Verlaufs der fermentativen Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds selbst 
hat trotz der vielfachen eifrigen Bearbeitung dieses Gebietes erst 
durch die Untersuchungen von Sórensen3), Michaelis und Pechstein*) 
und letzthin von Morgulis*) eine wesentliche Förderung erfahren. 
Namentlich die letztgenannte Arbeit bildet den Ausgangspunkt für 
die vorliegende Untersuchung, die die Grundlage für ein exaktes 
Studium der Giftwirkung auf die Katalase geben soll. 


Zunächst wurde ausschließlich die Katalase aus Kalbsleber untersucht. 
Y, kg Kalbsleber wird mit Seesand und Kieselgur in einem Morser 
gründlich verrieben, mit 300 cem 93proz. Alkohol verrührt und die Masse 
nach einer Viertelstunde durch ein Tuch gepreßt. Der Preßkuchen wird 
mit etwa 300 ccm Wasser verrührt, von neuem ausgepreßt und diese Opera- 
tion noch einmal wiederholt. Die beiden wässerigen Preßsäfte können. 
mit Toluol gesättigt, im Eisschrank monatelang aufbewahrt als Stamm- 
lösung für die Katalaselösung benutzt werden. Die Messung der Katalase- 
wirkung erfolgte entweder in ähnlicher Weise wie bei .Morgulis durch 
Sammeln des entwickelten Suuerstofís in einem Eudiometerrohr. Das 
Gemisch H,0,-Ferment befand sich dabei in einem Erlenmeyerkolben. 
der mittels eines Motors mit mäßiger Geschwindigkeit horizontal bewegt 
wurde. Oder es wurde der zurückbleibende H,O, mit Permanganat titri- 


1) Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1913; 54, 2353, 1921. 
Vgl. auch Ergebnisse d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 85, 163, 1917. Vgl. auch die 
zusammenfassende Darstellung in den Naturwissenschaften 10, 417, 1922. 

3) Diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 

1) Ebendaselbst 53, 320, 1913. 

5) Journ. of Biol. chem. 47, 341, 1921. 
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metrisch bestimmt. Irgend ein Nachteil des gasanalvtischen Verfahrens 
gegenüber dem titrimetrischen konnte nicht gefunden werden!), und aus 
verschiedenen Gründen wurde die direkte Ablesung des entwickelten 
Sauerstoffs, die stets gut reproduzierbare, bei gleichartigen Bedingungen 
übereinstimmende Werte lieferte, dem titrimetrischen vorgezogen. 


I. Bevor die optimale H"-lonenkonzentration, als Grundlage für 
die späteren Versuche, einer Prüfung unterzogen wurde, mußte fest- 
gestellt werden, ob verschiedene Puffergemische bei gleichem py die 
Katalasewirkung nicht verschieden beeinflussen. Die Konzentration 
der Puffergemische überschritt Tag mol. nicht, eine „Salzwirkung“ 
(vgl. S. 31) konnte also nicht stören. 


1. Versuch. Die benutzten Lösungen waren: 1. Fermentlösung (Stamnı- 
lösung verdünnt 1: 40000) 50 ccm; 2. eine Iprom. H,O,-Lösung 50 cem; 
3. 10 ccm Pufferlösung, und zwar a) Phosphatgemisch !/,, mol. pu 5,9, 
b) Phthalatgemisch !/,, mol. py 6,0, c) Acetatgemisch !/,, mol. pa 5,77. Von 
jedem Puffergemisch wurden zwei Proben angesetzt. In einem Kontroll- 
versuch wurden 50 ccm der 1prom. H,O,-Lösung mit 60 ccm destillierten 
Wassers versetzt. — 25ccm dieser Gemische verbrauchtenin den angegebenen 
Zeiten folgende Mengen !/,, mol. ccm Kaliumpermanganat. 











Tabelle I. 
TE a) Phosphatgemisch | b) Phthalatgemisch J c) Acetatgemisch kontroli 
Nac m —— A e ln en -— ontrolle 
al d | E 2 | Z 1 | 2 _ í l | 2 Ñ '| a 

wh e "e We D | sa "éi ae l "ag 
15 5,5 — 1055 — 1. 56 Ze | = 
2 | — 5,15 ! — 515 | — 1.51 f E 

% 425 — 425 ° — 425  — | 

DI. — + 395 i — 3,85 — 40 — 
45 3,40 — (325 SC 3.45 GE 
a 3,20 | — 3,05 = 330 | 775 


Wie aus der Ta- ¿0 
belle I wie auch aus der 
Abb. 1 ersichtlich ist, ist 
der Verlauf der H,0.,- 
Zersetzung bei gleichem 


ana? 
> 
a 





En 

PH gleich, auch wenn J 
die H`- Ionenkonzentra- 840 
tion durch verschiedene «< 
Puffer hergestellt ist Se 
(bei einer maximalen $20 
Pufferkonzentration von | in 
oo mol.). b 

Dasselbe zeigen auch 0 
die folgenden Versuche. Abb. 1. 





') Vgl. hierzu Michaelis und Pechstein, l. c. 


22 P. Rona u. A. Damboviceanu: 


2. Versuch. Puffergemisch a) Acetat */,ymol.: 1. pg 6,3, 2. py 6.2, 
3. pa 6,1; b) Phosphat */zy mol.: 1. py 6,3, 2. pa 6,6, 3. pa-6,8. Zu | 
sammensetzung wie im ersten Versuch. Zahlen: Von 25 ccm verbrauchte 
Kubikzentimer !/,, mol. Permanganat. | 











Tabelle II. | 

Nach | a | az | a Ñ b; | ba | pe |, Kontrolle | 

ma P = = ee ES SC? FE SES SE Se Kee SE er SE == | 

Yi — I | En 7 | 
20 © 345 |! 36 |, 355 ' 375 | 3,87 sir * 
35 1 2,55 26 | 26 ` 28 ' 287 292 , — 
50 : 19 1% ¡ 19 202 | 222 2,25 5,6 


3. Versuch. Puffergemisch a) Acetat !/ „ mol.: 1. ph 6,56, 2. zu 6,5, 
b) Phosphatgemisch !/,, mol.: 1. pu 6,73, 2. p 6,75. Zusammensetzung: 
50 ccm Fermentlósung 1: 40000; 50ccm lprom. H,O,-Lösung; ma 
und b, je 20 ccm Puffermischung, in a, und b, je 10 cem Puffermischung 
und 10 ccm destilliertes Wasser. Kontrolle 50 cem H,O,-Lösung und 70 cem 
` destilliertes Wasser. Zahlen in Tabelle III: von 25ccm Gemisch ver- 
brauchte Kubikzentimeter n/20 Permanganat. 














Tabelle III. 
f ` Mach BR ER I u 2 u O h o bo i Kontrolle 
0’ y = | a í ES => i 7,5 
as 6,3 63 i 6,3 635 — 
40 | 565 | 57 57 675 > — 
55 1: 53 53 53 53 t 7,5 


4. Versuch. Puffergemisch: a) Phosphatgemisch !/ mol. pu BA 
b) Phthalatgemisch 1/3% mol. pu 6,2, c) Acetatgemisch */, mol. pp 6,1. 
Zusammensetzung wie im Versuch 1. Zahlen in Tabelle IV: von 25 cem 
Gemisch verbrauchte Kubikzentimeter n/20 Permanganat. l 

















Tabelle IV. 
Nach ' EN | ES | bı l bz S ! d D | Kontrolk 
Te KE ee ee a EEES 
IN, R Sg | ES Wa ) een RR | 1,15 
25 3,85 3,9 | 3,9 3,9 3,95 — 3,95 | => 
50 ` 280 2.8 25 | 25 2,85 28 — 
15, 1.8 A — | ‚6 | -— 1,75 | — 
120 . — | 1,1 | 09 , — SS EA) — y 7,15 
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Alle diese Versuche zeigen, daß in den angegebenen Puffer- 
konzentrationen das Maßgebende für die fermentative Spaltung die 
H -Ionenkonzentration der Gemische ist. 

Was die optimale Wasserstoffionenkonzentration anlangt, 50 
liegen eingehende Untersuchungen hierüber von Sörensen, Michaelis 
und Pechstein, wie auch von Morgulis vor. Ein breites Optimum 
liegt um den Neutralpunkt herum, bis weit ins alkalische Gebiet 
nur wenig abnehmend. 
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Eine besondere Betrachtung beansprucht, bei welcher H'-Ionen- 
konzentration im alkalischen Gebiet eine Schädigung der Katalase 
eintritt. Zu diesem Zwecke wurden 5ccm der entsprechend ver- 
dünnten Fermentlösung ?/, bis 1 Stunde mit einem Reaktionsregulator 
von bekanntem py im Eisschrank stehen gelassen (im Kontrollversuch 
mit der entsprechenden Menge destillierten Wassers), dann mit 
n/20 HCl (gegen Neutralrot) genau neutralisiert, 10ccm 1/3 mol. 
Phosphatgemisch von py 7,11 und 50 ccm H,O, (3 prom. Lösung) 
zugefügt und die entwickelte Sauerstoffmenge im Eudiometerrohr 
gemessen. 

$. Versuch. Fermentverdünnung 1,2: 1000. Die Zahlen der Tabelle V 
bedeuten Kubikzentimeter O, (bei 20° und 749,5 mm Hg); 50 ccm der ` 
angewandten H,O,-Lösung entwickeln unter diesen Bedingungen 54,88 ccm 
O, Puffer: Glykokoll + NaOH. Von diesem wurden 0,25 ccm der Ferment- 
lösung zugesetzt. Verlauf der fermentativen Spaltung bei Py 7,11. Die 


Pg der Tabelle sind diejenigen, denen das Ferment während seines Stehens 
im Eisschrank ausgesetzt wurde. 


Tabelle V. 


— Ge EE 
Na un us D un un Fus Fun o ran me punz E eer 
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230 206 230, 20,0 20,0 | 20,2 120,0 
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32,6 | 33,0 32,6 32.0 


Der Versuch zeigt, daß das Ferment bis py 10,27 nicht geschädigt 
wurde. Auch der folgende Versuch mit reiner Natronlauge zeigt, 
daß erst bei sehr hohen alkalischen Reaktionen (pu etwa 11) eine 
Aufhebung der fermentativen Wirkung zu beobachten ist. 


6. Versuch. Beem der Fermentlósung (1,2ccm der Stammlösung 
aaf 1000 ccm) wurden mit verschiedenen Mengen n/ -NaOH und deel, 
liertem Wasser versetzt. Die Zusammensetzung und py der Gemische 
warin 1. 0,8ccm NaOH, 0ccm H,0, pu 11,7; 2. 0,65ccmNaO H, 0,15 ccm 
destilliertes Wasser, py 11,6; 3. 0,55ccm NaOH, 0,25 ccm destilliertes 
Wasser, py 11,1; 4. Kontrolle ohne NaOH, 0,8 ccm destilliertes Wasser; 
5. 0,45 ccm NaOH, 0ccm H,O, py 11,5; 6. 0,35 ccm NaOH, 0,10 ccm 
destilliertes Wasser, Pg 11, 27; 7. 0,25 cem NaOH, 0,20 ccm destilliertes 
Wasser, Py 10,86; 8. Kontrolle ohne NaO H, 0,45 ccm destilliertes Wasser; 
9. 0,45 ccm NaOH, 0 cem H,O, py 11,55; 10. 0,35 ccm NaOH, 0,10 ccm 
destilliertes Wasser, py 11, 27; 11. 0,25 ccm NaOH, 0,20 ccm destilliertes 
Wasser, pu 10,86; 12. Kontrolle ohne NaOH, 0,45 ccm destilliertes Wasser. 
— Die Mischung stand eine Stunde im Eisschrank, dann wurden 10 ccm 
Y mol. Phosphatmischung (py 7,04) und 50 ccm 3prom. H,O,-Lösung 
zugefügt. (py nach Schluß der fermentativen Spaltung = 7,0.) Zahlen 
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Eine bessere Einsicht in die physiologische Bedeutung der Katalase- 
wirkung ist erst durch die neueren Untersuchungen vor allem von 
Wieland!) und Thunberg?) angebahnt worden. Das Studium de 
Verlaufs der fermentativen Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds selbst 
hat trotz der vielfachen eifrigen Bearbeitung dieses Gebietes erst 
durch die Untersuchungen von Sörensen®), Michaelis und Pechstein’) 
und letzthin von Morgulis?) eine wesentliche Förderung erfahren. 
Namentlich die letztgenannte Arbeit bildet den Ausgangspunkt für 
die vorliegende Untersuchung, die die Grundlage für ein exaktes 
Studium der Giftwirkung auf die Katalase geben soll. 


Zunächst wurde ausschließlich die Katalase aus Kalbsleber untersucht. 
Y, kg Kalbsleber wird mit Seesand und Kieselgur in einem Mörser 
gründlich verrieben, mit 300 cem 93proz. Alkohol verrührt und die Masse 
nach einer Viertelstunde durch ein Tuch gepreßt. Der Preßkuchen wird 
mit etwa 300 ccm Wasser verrührt, von neuem ausgepreßt und diese Opera- 
tion noch einmal wiederholt. Die beiden wässerigen Preßsäfte können, 
mit Toluol gesättigt, im Eisschrank monatelang aufbewahrt als Stamm- 
lösung für die Katalaselösung benutzt werden. Die Messung der Katalase- 
wirkung erfolgte entweder in ähnlicher Weise wie bei AMorgulis durch 
Sammeln des entwickelten Sauerstoffs in einem Eudiometerrohr. Das 
Gemisch H,O,-Ferment befand sich dabei in einem Erlenmeyerkolben. 
der mittels eines Motors mit mäßiger Geschwindigkeit horizontal bewegt 
wurde. Oder es wurde der zurückbleibende H,O, mit Permanganat titri- 


1) Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1913; 54, 2353, 1921. 
Vgl. auch Ergebnisse d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1917. Vgl. auch die 
zusammenfassende Darstellung in den Naturwissenschaften 10, 417, 1922. 

3) Diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 

1) Ebendaselbst 58, 320, 1913. 

5) Journ. of Biol. chem. 47, 341, 1921. 
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metrisch bestimmt. Irgend ein Nachteil des gasanalvtischen Verfahrens 
gegenüber dem titrimetrischen konnte nicht gefunden werden!), und aus 
verschiedenen Gründen wurde die direkte Ablesung des entwickelten 
Sauerstoffs, die stets gut reproduzierbare, bei gleichartigen Bedingungen 
übereinstimmende Werte lieferte, dem titrimetrischen vorgezogen. 


I. Bevor die optimale H'-Ionenkonzentration, als Grundlage für 
die späteren Versuche, einer Prüfung unterzogen wurde, mußte fest- 
gestellt werden, ob verschiedene Puffergemische bei gleichem py die 
Katalasewirkung nicht verschieden beeinflussen. Die Konzentration 
der Puffergemische úberschritt "lag mol. nicht, eine „Salzwirkung‘“ 
(vgl. S. 31) konnte also nicht stören. 


1. Versuch. Die benutzten Lösungen waren: 1. Fermentlósung (Stamnı- 
lösung verdünnt 1: 40000) 50 ccm; 2. eine l prom. H,O,-Lösung 50 ccm; 
3. 10 ccm Pufferlösung, und zwar a) Phosphatgemisch !/,, mol. pu 5,9, 
b) Phthalatgemisch ?/3 mol. pu 6,0, c) Acetatgemisch !/,, mol. pu 5,77. Von 
jedem Puffergemisch wurden zwei Proben angesetzt. In einem Kontroll- 
versuch wurden 50 ccm der 1prom. H,O,-Lösung mit 60 ccm destillierten 
Wassers versetzt. — 25ccm dieser Gemische verbrauchtenin den angegebenen 
Zeiten folgende Mengen !/,, mol. ccm Kaliumpermanganat. 














Tabelle 1. 
etc a) Phosphatgemisch b) anchaleigermisch, (| o) Acetatgemisch ee 
E E E EE ENER EEN 
NE o Ea Re es 
y. = SN GE - 1007 = 7,75 
15 55 0 — 5,5 — I ss ll — 
2 | == 515 ` = 5,15 — 1 515 ` e 
30 1 425 E y o 425 , — 
35 | = 3,95 | Es 3,85 a 40 ' - 
5" 300 — | 3,25 SC 345 lU = 
50 — 30 | — 3,05 — 330 || 7,75 


Wie aus der Ta- ag 
belle I wie auch aus der 
Abb.1 ersichtlich ist, ist 
der Verlauf der H,O,- 
Zersetzung bei gleichem 
PH gleich, auch wenn 
die H`- Ionenkonzentra- 
tion durch verschiedene 
Puffer hergestellt ist 
(bei einer maximalen 20 
Pufferkonzentration von | z 
U mol.). 

Dasselbe zeigen auch 0 
die folgenden Versuche. ANS: 


ER 
Q 


n Permanganat 
HE En $ 
o. o 


ep 
Ls 
Ca 





1) Vgl. hierzu Michaelis und Pechstein, l. c. 
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2. Versuch. Puffergemisch a) Acetat */,¿mol.: 1. pg 6,3, 2. py 6,2, 
3. pu 6,1; b) Phosphat !/,,mol.: 1. pu 6,3, 2. pu 6,6, 3. pa-6,8. Zu 
sammensetzung wie im ersten Versuch. Zahlen: Von 25 ccm verbrauchte 
Kubikzentimer !/,, mol. Permanganat. 


Tabelle II. 
Nah m | m | SA "pk | h ba | Kontrole 
rh — =p. DES E E 
20. 345 ` 3,55 | 3,15 | 3,87 377 | — 
35 | 2,55 26 | 26 . 28 | 287 2,92 | — 
50°, 1,9 1,95 ' 19% am ¡ 222 . 225 5,6 


3. Versuch. Puffergemisch a) Acetat */,y mol.: 1. pu 6,56, 2. pu 6,56, 
b) Phosphatgemisch Lia mol.: 1. pa 6,73, 2. p 6,75. Zusammensetzung: 
50 ccm Fermentlósung 1: 40000; 50ccm lprom. H,O,- Lösung; in a, 
und b, je 20 ccm Puffermischung, in a, und b, je 10 ccm Puffermischung 
und 10 ccm destilliertes Wasser. Kontrolle 50 cem H,O,-Lösung und 70 ccm 
` destilliertes Wasser. Zahlen in Tabelle III: von 25ccm Gemisch ver- 
brauchte Kubikzentimeter n/20 Permanganat. 














Tabelle III. 
O Nah en Iw bh TI Kontrolle 
o ` = om ooo — 4 75 
B 63 6,3 6,3 6,35 = 
40 5,65 | 57 55 5,75 = 
55 53 | 53 53 53“ 75 


4. Versuch. Puffergemisch: a) Phosphatgemisch ?*/¿y mol. pa 6,3, 
b) Phthalatgemisch !/,, mol. py 6,2, c) Acetatgemisch Yomol. py 6,1. 
Zusammensetzung wie im Versuch 1. Zahlen in Tabelle IV: von 25 cem 
Gemisch verbrauchte Poetas n/20 Permanganat. 








Tabelle IV. 
Nach 1 >” i ES D i bi | ba E Ci c2 A Kontrolle 
| | E A O: IA DI: 
pr — Se E e se "775 
25 3,85 39 . 39 | 3,9 3.95 395  — 
50 280 | 28 25 | 25 285 > O 
2. 18 F = sx "E Kor S se LIS ~ eet 
Porra. ES: SC El 09 | — 1,1 > 7,75 


Alle diese Versuche zeigen, daß in den angegebenen Puffer- 
konzentrationen das Maßgebende für die fermentative Spaltung die 
H--Ionenkonzentration der Gemische ist. 

Was die optimale Wasserstoffionenkonzentration anlangt, so 
liegen eingehende Untersuchungen hierüber von Sörensen, Michaelis 
und Pechstein, wie auch von Morgulis vor. Ein breites Optimum 
liegt um den Neutralpunkt herum, bis weit ins alkalische Gebiet 
nur wenig abnehmend. 
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Eine besondere Betrachtung beansprucht, bei welcher H'-Ionen- 
konzentration im alkalischen Gebiet eine Schädigung der Katalase 
eintritt. Zu diesem Zwecke wurden Bccm der entsprechend ver- 
dünnten Fermentlösung ®/, bis 1 Stunde mit einem Reaktionsregulator 
von bekanntem py im Eisschrank stehen gelassen (im Kontrollversuch 
mit der entsprechenden Menge destillierten Wassers), dann mit 
n/20 HCl (gegen Neutralrot) genau neutralisiert, 10ccm 1/ mol. 
Phosphatgemisch von p, 7,11 und 50 ccm H,O, (3 prom. Lösung) 
zugefügt und die entwickelte Sauerstoffmenge im Eudiometerrohr 
gemessen. 


A. Versuch. Fermentverdünnung 1,2: 1000. Die Zahlen der Tabelle Y 
bedeuten Kubikzentimeter O, (bei 20% und 749,5 mm Hg); 50 ccm der - 
angewandten H,O,-Lösung entwickeln unter diesen Bedingungen 54,88 com 
O, Puffer: Glykokoll + NaOH. Von diesem wurden 0,25 ccm der Ferment- 
lösung zugesetzt. Verlauf der fermentativen Spaltung bei py 7,11. Die 
Py der Tabelle sind diejenigen, denen das Ferment während seines Stehens 
im Eisschrank ausgesetzt wurde. 


Tabelle V. 


Nach Fu ps o | Sie muss [pusa pasar eric! passe puio PH 10,27 


= E 


BCEE 
trolle 








10° j 21,0 | 21,6 204, 23,0 | 23,0 , 20,6 230. 20,0 Bé 202 200 
15 | 264 | 272 |254" 280. 282) 242 28,0, 25.0 |.250 | 252 24,0 
20 | 294 | 30,6 280: 310 ' 31,2 270 30,0! — > 
25 ` 31,4 | 324 [30,01 330 ' 334 202 330! 29,4 | 29,4 | 20,5 |28,9 
30 . 32,6 | 33,8 |31,4' 350: 356: 30,4 35,0, 31,0 | 310; 31,0 30,2 
35 + 340| 350/332 — 20 2 ln JI 
o I II L o_o — o 326 | 330 32,6 : 32,0 








Der Versuch zeigt, daß das Ferment bis py 10,27 nicht geschädigt 
wurde. Auch der folgende Versuch mit reiner Natronlauge zeigt, 
daß erst bei sehr hohen alkalischen Reaktionen (py etwa 11) eine 
Aufhebung der fermentativen Wirkung zu beobachten ist. 


6. Versuch. 5 ccm der Fermentlösung (1,2ccm der Stammlösung 
auf 1000 ccm) wurden mit verschiedenen Mengen n/.„-NaOH und destil- 
liertem Wasser versetzt. Die Zusammensetzung und py der Gemische 
warin 1. 0,8ccm NaOH, 0ccmH,O, p 11,7; 2. 0,65ccm NaO H, 0,15 ccm 
destilliertes Wasser, py 11,6; 3. 0,55 ccm NaOH, 0,25 ccm destilliertes 
Wasser, pg 11,1; 4. Kontrolle ohne NaOH, 0,8 ccm destilliertes Wasser; 
5. 0,45 cem NaOH, Ocem H,O, py 11,5; 6. 0,35ccm NaOH, 0,10 ccm 
destilliertes Wasser, py 11,27; 7. 0,25 cem NaOH, 0,20 ccm destilliertes 
Wasser, py 10,86; 8. Kontrolle ohne NaOH, 0,45 ccm destilliertes Wasser; 
9. 0,45 ccm NaOH, Occm H,O, py 11,55; 10. 0,35 com NaOH, 0,10 cem 
destilliertes Wasser, pg 11,27; 11. 0,25 ccm NaOH, 0,20 ccm destilliertes 
Wasser, py 10,86; 12. Kontrolle ohne NaO H, 0,45 ccm destilliertes Wasser. 
— Die Mischung stand eine Stunde im Eisschrank, dann wurden 10 ccm 
tf, mol. Phosphatmischung (py 7,04) und 50 ccm 3prom. H,O,-Lösung 
zugefügt. (pg nach Schluß der fermentativen Spaltung = 7,0.) Zahlen 


24 P. Rona u. A. Damboviceanu: 


in der Tabelle Kubikzentimeter O, bei 20,7% und 743 mm Hg. — 50 ccm 
der angewandten H,O,-Lösung liefern unter denselben Bedingungen 
54,82 com O. 





























Tabelle VI. 

Oe WEE Kon» | | E RAE y le Kon 

ml er res 
Ä | | | | | i 

wio o o ag ¿ 14, 54,130 246.42 70 126 180 
15 00: 0., 28 |20 62.152 284 Aë 92 16,6 220 
20 00,0 31 24 70.166 31,8 70 11,0 186 250 
25 0 0 ;— — 24 74 174 328: 74,120 20,3 22 
30 Ui 06' 1 336 —= — — — "80 13,0 21,2 00 
ai In 94 14,8 23,8 336 





Versuche, bei denen der Einfluß starker alkalischer Reaktionen 
(pe 10,3 bis 12,72) auf den Verlauf der fermentativen Spaltung von 
H,O, geprüft wurde, stehen mit den oben mitgeteilten in guter Über- 
einstimmung. Erst bei pu etwa 11 ist die Hemmung hochgradig 
und noch bei 10,3 tritt sie kaum in Erscheinung. 


Bei diesen Versuchen wurden 5cem Fermentlösung (1,5 ccm der 
Stammlösung auf 1000) mit 5ccm des Puffergemisches (Phosphat, Gly- 
kokoll + NaOH) und 5 ccm destilliertem Wasser vermischt, eine Stunde 
im Eisschrank stehen gelassen, dann 5ccm einer 3proz. H,O,-Lösung 
zugefügt und die Spaltung durch Auffangen des entwickelten O, verfolgt. 

7. Versuch. Puffergemisch in 1. Glykokoll + NaOH n/, von 
Py 11,4. — py des Fermentpuffergemisches 10,74; in 2. Glykokoll + NaOH 
n/jo VON Py 11,86. — py des Fermentpuffergemisches 11,2; in 3. Glykokoll 
+ NaOH n/, von py 12,72. — pu des Fermentpuffergemisches 12,4; 
in 4. Phosphatgemisch von py 7,11. — Dun des Fermentpuffergemisches 
7,11. — Die Ablesung erfolgte bei 21,4% und 754,0 mm He Druck (5 ccm 
der angewandten H,O,-Lösung liefern unter diesen Bedingungen 54,04 ccm 
Oy.) — Die Zahlen der Tabelle VII bedeuten Kubikzentimeter O, (21,4 
754,0 mm Hg). 








Tabelle VII. 
Nach | ı | 2 ENEE 
e E E SC JI ERA tee KSE? SE Es ES 
10 | 21,0 14 | 0 28,8 
5, 26,0 34 02 , 334 
20 29,2 42 06 35,8 
25 308 4,4 0,8 37,2 
30 | 320 5,2 12 = 38,2 





Der Versuch zeigt, daß bei pu 10,74 cine wahrnehmbare, bei pa 
11,2 eine fast totale Hemmung der Fermentwirkung stattgefunden hat. 


8. Versuch. Puffergemisch in 1. Phosphatgemisch 14 mol. von py 7,11. 
py des Fermentpuffergemisches 7,11; in 2. Glykokoll + NaOH n/i 
von Py 11,22, pu des Fermentpuffergemisches 10,3; in 3. Glykokoll + NaOH 
n/jo Ph 11,40, py des Fermentpuffergemisches 10,70; in 4. Glykokoll 
+ NaOH von pu 11,86, pu des Puffergemisches 11,2. Der Gehalt der 
H,0,-Lósung an O, wie im vorigen Versuch. 


wl 


Leberkatalase. SÄI 











Tabelle VIII. 

Nach | E | 2 | 3 al RES 
= ee keng ` = e a ee, da A Mu 
10 | 22,2 210 ' 184 | LA 
15 260 ' 256 23,0 3,4 
20 ; 286 | 288 26,2 4,4 
25 300 | 304 | 27,8 4,8 
30 = 310 ' 318 29,0 5,2 


Der Versuch zeigt, daß bei py 10,2 noch keine, bei py 11,2 eine 
fast totale Hemmung vorhanden ist. 

11. Nach diesen Vorversuchen wurde die Kinetik der Ferment- 
wirkung genau verfolgt*). Bereits Michaelis und Pechstein haben 
gezeigt, daß das ‚Zeitumsatzgesetz‘‘ bei der Katalase keine Gültigkeit 
hat, und auch wir konnten finden, daß das Produkt aus Ferment- 
menge und Zeiten für dieselbe gespaltene H,O,-Menge nicht konstant 
ist. So verhielten sich, wie z. B. im Versuch 9 angegeben ist, die 
Zeiten wie 1:2,5:5,5:12,5, wenn sich die Fermentmengen wie 
1:1/2:*/,:*/g verhielten. 

9. Versuch. Von einer Fermentlósung (1: 40000) werden in vier Ver- 
suchsreihen (1, 2, 3, 4) bzw. 100, 50, 25, 12,5 ccm genommen, dann je 50 ccm 
lprom. H,O,-Lósung, 10 ccm Acetatgemisch (py 6,09). Jede Probe wurde 
mit destilliertem Wasser auf 100 ccm aufgefüllt. Kontrolle mit derselben 


Zusammensetzung ohne Ferment. Die Zahlen bedeuten zersetztes H,O, 
(in Kubikzentimetern n/,, Kaliumpermanganat). 











Tabelle IX. 

Nach | a TI i 2 | 3 i 4 ` 
20 2,0 1,0 0,55 0,15 
30 255 | 13 0.65 0,35 
45 3,25 | Lë -095 0,50 
60 3,65 1,9 1,15 0,60 


1) Vorausgeschickt sei (vgl. Morgulis, l. c.), daß eine vergiftende Wirkung 
von (überschüssigem) H,O, auf die Katalase nicht angenommen werden 
kann, da bei größeren H,O,-Konzentrationen die absoluten Mengen des 
von derselben Fermentmenge zerstörten H,O, größer sind als bei kleineren. 
Dies zeigt folgender Versuch: 

Versuch. Ferment 1:40000 je 50 ccm; H,O,-Lösung: 1. 8 prom., 
2. 4prom., 3. 2prom., 4. 1prom. je 50 ccm; Acetatgemisch (pj 6,09) je 
l0 ccm. — Zahlen in der Tabelle: vorhandenes H,O, (in Kubikzenti- 
metern Daa Kaliumpermanganat). 





ne wm ne 











o 30,9 | 1530 | 7,85 4,10 
20 259 | 1185 | 550 2.65 
30 245 | 10,70 475 2.35 
10 226 930 | Am 165 
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Der Versuch zeigt aber ferner. daß — entsprechend den Angaben 
Morgulis — für dieselben Zeiten die zersetzten H,¿0,-Menge eine lineare 
Funktion der Fermentmenge ist. 
Graphisch sind diese Verhältnisse 
in Abb. 2 wiedergegeben. 

In Übereinstimmung mit den 
Angaben von Morgulis fanden 
wir auch, daß eine bestimmte 
Katalasemenge nur eine be- 
stimmte Wasserstoffsuperoxyd- 
menge zu spalten vermag und 
daß der Gang der Geschwindig- 
keit der Spaltung von dem Mengenverhältnis Ferment zu Substrat 
abhängt. Diese Beziehungen schildern die folgenden Versuche. 


10. Versuch. 3prom. Wasserstofísuperoxydlósung je 50 ccm, Puffer 
La mol. Phosphatlösung, py = 7 je 10 cem. Ferment (1: 2000) in 1. und 
2. je 5 ccm, in 2. und 3. je 10 ccm. Die Zahlen der Tabelle bedeuten Kubik- 
zentimeter O, bei derselben Temperatur und demselben Druck. 











Tabelle X. 
== eege == 
Nach | SB nn I a gett së SS PS | Fr en úl Se SE Pr o E Së wu 
10' 22,2 22,4 5' | 32,8 34,6 
20 33.4 32.0 10 | 464 46.8 
30 378 | 366 15 | 574 58.6 
40 378 368 20 | 626 | 64.6 


Bei diesem Vorversuch war die Wasserstoffsuperoxydmenge 
gleich, in den Proben 1 und 2 war jedoch nur die Hälfte der Ferment- 
menge der in den Proben 3 und 4 zugegen. In l und 2 war die 
Spaltung nach 20 stehen geblieben, obwohl ein Überschuß von H,O, 
vorhanden war. In den Proben 3 und 4 entwickelte sich schon 
nach 20’ fast die totale Menge Sauerstoff, die aus dem vorhandenen 
H,O, gewinnbar ist. 

Ebenso liegen die Verhältnisse bei dem folgenden Vorversuch. 


11. Versuch: 3prom. H,O ,-Lösung je 50 cem, Puffer !/,, mol. Phosphat- 
lösung py 7,11 je 10 ccm, Fermentlósung je 50 ccm, und zwar in 1. und 
2. 1: 2000, in 3., 4., 5., 6., 7., 8. 1: 1000 verdünnt; in 1., 2., 3. und 4 sind 
außerdem noch je 5,0 ccm destillierten Wassers. Die Zahlen der Tabelle 
bedeuten Kubikzentimeter O, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 


Tabelle XI. 
Nach © | 2 ; 3 E |5 | 6 7 8 
A weten en: en = == 2 u a. nt = ( Fe E SE Ee SE 
10 266 | 244 | 400 i 410 360 | 380 408 | 428 
Ip ı = | — E — ' 452 | 472 ' 509 | 53,0 
20.338 | 316 57,0 , 576 52,0 55,2 1 — z 
25 — į — 610 ; 610 ` 570 | 604 ı 594 | 612 
30 36,0 | 342 628 628 612 | 638 . 620 | 638 
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Auch hier sieht man, daß in den Proben 1 und 2 mit der halb so 
starken Fermentlósung wie in den anderen Proben etwa die Hälfte 
der H,O,-Menge gespalten wurde. 

Fügt man nun, nachdem die Spaltung stille steht, nochmals 
dieselbe Fermentmenge zu, so geht die Spaltung wieder weiter und 
erreicht die Höhe, die bei der Probe mit dem sofortigen Zufügen 
derselben Fermentmenge erzielt worden ist. 


12. Versuch, 4prom. H,O ,-Lösung je 50 ccm, Puffer !/,, mol. Phosphat- 
lösung Pu 7,11 je 10 ccm. Fermentlösung 1: 1000, in 1. 5,0 ccm, in 2. 2,5 ccm. 
Zahlen Kubikzentimeter O, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 





Tabelle XII. 
Nach In 1 Sengen 
d 
10 44,8 | 25,0 — 
15 52,8 31,2 
20 55,8 34,6 - 
25 60,4 35,7 = 
30 62,0 | 35,8 | — 
35 63,0 | 43,8 In Probe 2 noch 2,5 ccm Ferment (eu zugefügt. 
40 64,2 | 55,0 — 
45 64,8 | 69,4 — 
50 65,2 62,0 — 


In der Probe 2 war nach 20 die gesamte Fermentmenge ver- 
braucht; nach Zufúgung von weiteren 2,5ccm Fermentlósung von 
derselben Verdúnnung geht die Spaltung wieder weiter und erreicht 
(fast) die in der Probe 1. 

13. Versuch zeigt dieselben Verháltnisse. Anordnung wie im Versuch 12, 


Tabelle XIII. 
Nach | l 1 | | 2 "l Bemerkungen ` 
= - E a = i SÉ A ECHT E Tee 
10' 478 un ` = 
15 60,6 35,4 = 
20 648 . 386 Se 
25 699 ` 410 an 
30 04: 418 
40 72,4 | 62,2 Jn Probe 2 noch 2,5 ccm Ferment 1/10 zugefügt. 
50 73,8 72,4 = 


| 


Die Spaltung in Probe 2 hört nach 20 auf, trotz Gegenwart 
überschüssigen H,0,. Nach Zufügen von so viel Ferment, daß die 
Fermentmenge in beiden Proben die gleiche war, geht die Spaltung 
in 2 rasch vorwärts und erreicht die in 1. 

Dieselben Verhältnisse findet man, wenn man nicht die Ferment- 
mengen, sondern die H,O,-Mengen variiert, wie dies die folgerden 
Versuche zeigen. 
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14. Versuch. Fermentlósung 1: 1000 je 5 ccm, Puffer: Lia mol. Pho- 
phatlösung pa 7,11 je 10 ccm. 4prom. H,O,-Lósung in 1. 50 ccm, in 
2. 25ccm. Zahlen in der Tabelle wie immer entwickelte Kubikzentimeter 
O, bei gleicher Temperatur und gleichem Druck. 











Tabelle XIV. 
Nach k WW l o | ! 2 Bemerkungen E 
A en A kä EEN EN ne Tee A y Sa Ae e EE pe: eg, = Sa En 
10' | 46,0 41,0 | SS 
20 | 61,0 | 44,0 | — 
30 66,6 46,0 | 
70 70.8 690 | Zu Probe 2 noch 25,0 0 cem Ha O; (4 prom.) 


zugefügt. 


In der Probe 2 wird zunächst das ganze H,O, zerstört; nach 
Zufügen von weiteren 25com, wodurch die Gesamtmenge des H,0, 
der in der Probe gleich wird, ist die gespaltene H,O,-Menge in 
beiden Proben die gleiche. 


15. Versuch. H,O,-Lösung (3prom.) je 50 ccm, Phosphatlösung 
1/39 mol. pu 7,11 je 10ccm, Ferment 1: 1000 je 5 ccm. 





Tabelle XV. 
ma IL 2. ` + 
e | 
10 37,8 39,0 SS 
15 47,4 47,8 | _- 
20 | 51,8 51,8 d = 
25 Fo 53,8 54,0 | en 
30. 550 550 ` er 
40 | 60,2 55,6 |! Zu 1 50 ccm H,O, (3 Pomi in 2 5) ccm 
| destilliertes We asser zugefügt. 
45 | 61,2 56,0 — 
50 63,2 56,4 = 
60 ` 84,4 | 56,8 | Zu l und 2 2,5 ccm Ferment (unn, zugefügt. 
65 | 92,3 56,8 — 
70 97,4 5700 Gs 


In diesem Versuch ist nach 20 fast die totale Menge des H,O, 
verbraucht; nach Zufúgen von weiteren 50 ccm H,O, in 1 geht die 
Reaktion weiter, bis das Ferment verbraucht ist. Erst nach Zufügen 
einer weiteren Menge Ferment erfolgt die weitere Spaltung des H,O, 

Daß für die Größe der Spaltung nur die absolute Ferment- und 
H,0,-Menge maßgebend ist, zeigt auch der folgende Versuch. 

16. Versuch. H,O,-Lösung je 5 cem, Phosphatlósung !/,, mol. pH 7,11 


je 10 ccm, Ferment 1,5: 1000 je Beem, Ferner kommen in 3. 20 cem, 
in 4. 45 ccm destilliertes Wasser. Zahlen: Kubikzentimeter O,. 
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Tabelle XVI 

Nah a f 2 | 3 | 4 A Bemerkungen 
10" || 254 | 24,6 | 24,4 | 20,2 = 
15 || 308 300 | 278 ' 258 | = 
20 || 34,6 | 338 | 314 29,2 Ss 
25 36,4 35,8 34,0 | 31,8 — 
30 | 380 ' 372 ' 350 , 338 | = 
35 | 390 | 382 | 360 | 346 ; SS 
40 | 396 | 39,0 | 36.0 | 350 = 

In 1 h5 Hə Oy Lö ; efügt. 
50 , 40,2 ` 50,0 E a | In2noch EA 1571000 e 
55 ¡ 404 540 ! 374 | 36,0 


Die Spaltung des H,O, ist trotz des verschiedenen Volumens in 
den einzelnen Proben (20, 40 und 65ccm) fast gleich, wenn es auch 
vorteilhafter erscheint, das Ferment in möglichst nicht zu ver- 
dünnter Lösung mit dem H,O, reagieren zu lassen. (Dies ist such 
aus dem folgenden Versuch 17 ersichtlich.) — InI ging die Spaltung 
auch nach Zufügen weiterer H,O,-Lösung nicht weiter; dies erfolgte 
erst nach Zufügen einer weiteren Fermentmenge (vgl. 2). 


17. Versuch. Ferment (2: 1000) je 5ccm, Phosphatlósung 1, mol. 
Du 7,11 je 10 ccm. H,O,-Lösung in 1. 3prom. Lösung 50 cem, in 2. und 
3. 3proz. Lösung je 5 ccm. 





Tabelle XVII. 
Nach | i 1 | 2 i d 3 
O A ET rel arme E eo e = Res e Se tee E 

10 | 29,2 34,2 | 35,0 

15 38,0 43,2 43,6 

25 | 47,0 530 | 51,8 

30 :.488 55,2 53,4 

35 1 50,0 55,8 | 54,0 

40 | 52.6 56,8 | 55,0 


Der Versuch stimmt mit dem vorherigen gut überein. 


Morgulis hat zuerst darauf hingewiesen, daß der Gang der Spaltung 
des H,O, durch Katalase von dem jeweiligen Mengenverhältnis 
Ferment— H,O, abhängt. Wird bei einer ausreichenden Menge an 
Ferment der größte Teil des H,O, zersetzt, so entspricht die 
Spaltung der Formel einer monomolekularen Reaktion, reicht die 
Fermentmenge nur zur Spaltung von etwa 65 bis 80°/, des vor- 
handenen H,O, aus, so nimmt die Spaltung einen ‚bimolekularen“ 
Verlauf. Dazwischenliegende Spaltungswerte können gut durch die 
Formel einer anderthalb-molekularen Reaktion dargestellt werden. 


Sehr deutlich zeigen diese Verhältnisse die folgenden Versuche. 
18. Versuch. 50 ccm 3prom. H,O,-Lösung (die bei 0% und 760 mm 
52,35 ccm O, liefern) werden mit 10 cem Phosphatlösung (!/3, mol. pu 7,11) 


30 P. Rona u. A. Damboviceanu: 


versetzt, dann in A mit 5 ccm, in B mit 2,5 ccm Fermentlósung versetzt. 
Die Zahlen der Tabelle bedeuten entwickelte O,-Menge in Prozenten der 
aus dem vorhandenen H,O, gewinnbaren. 











Tabelle XVIII. 
| 1 B 1 WE 
Nach, oa [k= eg a| Ne Jona a een 
BR A E o RER ee tias 
| | i 
10 ' 57,80 : 0,086 18 10, 36,0 0,0446 — 0,00056 
15 | 7431 ' 009050 15 ` 48,5 0,043 5 0,000 60 
20 ` 8357 0,09040 20 54,0 0.0434 ° 000059 
25 | 90,50 ! 0,09390 25 ı 58,2 — 0,0348 : 0,0005 
30 9337 . 0,09035 30 | 6128 : 0,0817 0,000 53 
35 95,16,  — 35 | 62,71 = — 
40 ' 96,96 = 40 ` 63,81 = Ss 
50 | 98,80 — +25ccm ' 
55 99,74 SE Ferment 
50 90,0 — 8 
55 96.5 u 


In der Reihe B, in der nur etwa 64°/, H,O, zersetzt wurden, 
bleiben die nach der bimolekularen Formel berechneten Konstanten 
befriedigend konstant, hingegen ist in der Reihe A mit totaler 
Spaltung des H,O, der Verlauf gut nach der monomolekularen 
Formel darstellbar. (Wurde in Reihe B die Fermentmenge ergänzt, 
so daß sie der in A gleich wurde, so wurde in 15’ die totale Menge 
H,O, zersetzt.) 

In gleichem Sinne sprechen auch die folgenden Versuche. 

19. Versuch. H,O,- Lösung (3prom.) je 50ccm (liefert bei 19,6 
und 752 mm 52,66 ccm Oy), Phosphatlösung (ia mol. pu 7,11) je 10 ocm. 
Ferment (1,5: 1000) in Reihe A 5 ccm, in B 2,5 ccm, in C 1,25 com. Die 


Zahlen der Tabelle bedeuten entwickelte O,-Menge in Prozenten der aus 
der vorhandenen H,O,-Menge gewinnbaren. 





Tabelle XIX. 
Nach ' o E EE EB. a-Ya—z | k=l x 
© mhp t a—2 t a (a — x) t a(a—z) 

15' | 50,0 | 0,046 16 0,002 8 0,000 66 
20 63,5 | 0,050 34 | 0,003 2 | 0,000 87 
25 | 710 0,049 46 0,003 4 0,000 96 
0. 75,0 | 0,046 16 0,003 3 0,001 00 
51 81,0 | = = | = 
56 81,5 | = = | = 
CECR e = | = 
66 ` 81,5 ' —- — 
71, 815 ı = = a 
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Tabelle XIX (Fortsetzung). 











B | 1 a l a 

Nach ccm O, in 0 de ds a—x | — t a(a—x) 

15 30,4 0,024 14 | 0,000 29 

20 | 37,0 i 0,023 13 0,000 29 

25 39,0 | 0,019 75 0,000 26 

30 | 410 0,017 57 0,000 23 

Nach Zufügen von 2,5cm Fermentlósung 

51 | 63,0 Ss ¡ — 

61 72,0 a | Br 

71 77,0 | = = 

76 78,0 | de = 
ER i = 1l, a E Er 
Nach ccm O, in 0% | a dE | Be a(a—ı) 

EE ea En = Bee MT SE Nr eh = | See = ra Tri = iS > ne EA u 

um o] 15,5 0,011 21 0,000 12 

2 | 20,0 | 0,011 15 | 0,000 15 

25 21,57 | 0,009 71 | 0,000 11 

30 | 22,5 | 0,008 48 | 0,000 10 

Nach Zufügen von 5ccm Fermentlösung 

51 j 70,5 | = 

61 | 82,5 — u 

71 90,5 | = = 

76 | 92,0 SS Se 


Wie man sieht, verläuft die Spaltung in Reihe A (82 proz.Spaltung) 
mit genügender Annäherung nach der monomolekularen (oder auch 
1*/¿ molekularen) Reaktion, in den Reihen B und C (41proz. bzw. 
22,5proz. Spaltung) nach der bimolekularen Reaktion. 


IH. Die hemmende Wirkung der Neutralsalze ist vor allem von 
Michaelis und Pechstein untersucht worden !); nach ihren Angaben 
sind das hemmende Agens die Anionen, und zwar in der Reihenfolge 
SO, < Cl < Acet < N O,. 

Die hemmende Wirkung der Chloride sei durch den folgenden 
Versuch illustriert. 


20. Versuch. H,O,-Lösung (3proz.) je 5ccm (diese liefern 56,83 ccm 
O, bei 19,2% und 745,5 mm); Phosphat (1% mol. pu 6,85) je 2 ccm; Ferment 
(1:1000) 1. in Beem destillierten Wassers pn 6,29, 2. in 5 ccm 0,154 mol. 
NaCl-Lösung; 3. in 5 ccm 0,154 mol. KClI-Lösung on 6,49; 4. in 0,154 mol. 
CaCl,-Lösung op 6,39. Zahlen: Kubikzentimeter O, entwickelt (bei 19,2°, 
745,5 mm), daneben in Prozenten der verfügbaren Sauerstoffmenge. 


1)1lc. Die diesbezüglichen Untersuchungen von Santesson (Skand. 
Arch. f. Physiol. 42, 129, 1922) die nach Abschluß der vorliegenden 
Arbeit erschienen sind, konnten nicht mehr berücksichtigt werden. 


32 P. Rona u. A. Damboviceanu: 


























Tabelle XX. 
! EES nz l 5 2 o 
Nach ` -— -——- -— = = o 
EE | Ñ cem Oz | Mi Olo u | K bimol. Kë ccm em O, | %o | K bimol. 
0 212 SS 0,00059 , 122 — ' 0,0002% 
15 1 20 ` — = ı 168 | — ı == 
20 ' 30,2 Së = I 2,2 i — i er 
25 | 328 : = 22,8 — | == 
30 350 | 615 0,000 52 24,6 43,28 0,000 25 
u I E 8 
Nach | as gv, au GE = | ER 
\ ccm O. Un | K bimo! li ccm O, | | K bimol 
AA Ee SC SE Si E Eed ST AA 
10 12 0. 0,00025 92 Si dea 0,000 19 
15 15,8 en Be 13,0 == | = 
20 18,9 = = 16,0 = = 
25 21,4 an e 18,2 en | 
30 ' 232 40,82 0,000 25 20,2 35,54 | 0,000 19 


Der Verlauf der Spaltung ist überall bimolekular. 

Wir haben nun die Beobachtung gemacht, daß die stark hem- 
mende Wirkung der NaCl schon durch ganz geringe Mengen Na H CO, 
ohne die H-Ionenkonzentration des Gemisches zu ändern, ganz oder 
fast ganz aufgehoben wird. Die genauen Einzelheiten dieses Befundes 
sind in den folgenden Versuchen wiedergegeben. 

21. Versuch: H,O,-Lósung (3proz.) je 50 ccm (liefert bei 21,2% und 
750,5 mm 58,23 ccm O,); Phosphat (13 mol. pu 6,85) je 2,0 ccm. 
Fermentlösung (1: 1000) je 5,0 ccm, und zwar wurden die Verdünnungen 
wie folgt angesetzt: in 1. in 5,0 ccm destillierten Wassers. op des Gemisches 
6,65, in 2. in 5ccm 0,154 mol. NaCl-Lösung, ph des Gemisches 6,63; in 
3. in 5,0ccm einer lösung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCI, 
0,0018 CaCl,, pu des Gemisches 6,11; in 4. in 5,0 ccm einer Lösung von 
0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KOL 0,0018 mol. CaCl,, 0,0011 mol. NaHCO, 
pu des Gemisches 6,58. Vor Beginn des Versuches stand das Ferment 
30 Min. in der jeweiligen Lösung. pm nach Schluß der H,O,-Spaltung 
in allen Röhren 6,9. — Zahlen in der Tabelle: Kubikzentimeter O, (21,2, 
750,5 mm). 

Tabelle XXI. 


! | 


Nach l 2 3 | 4 
Ss. 230 9,6 9.8 17.6 
10 34,4 18,2 17,6 27,2 
15 , 410 24.6 232 340 
25 |> 482 308: 286 : 410 
30 49,6 32,2 29,6 42,8 


"Aus dem Versuch ist ersichtlich, daß ein Gemisch von KCl + CaCl, 
in den angegebenen Konzentrationen die hemmende Wirkung des 
NaCl in keiner Weise beeinflußt, während Zusatz von 0,01%, 
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Na HCO, zu 0,9°/, NaCl diese fast ganz aufhebt. Noch deutlicher 
zeigt die Verhältnisse der nächste Versuch, in welchem auch der 
Gang der Spaltung bei verschiedener Salzgegenwart verfolgt wurde. 


22. Versuch. H,O,-Lösung (3proz.) je 5,0ccm; Phosphat (% mol. 
pu 6,85) 2,0 ccm. Ferment (1: 1000) in A in Beem destillierten Wassers 
gelöst, in B in 5,0 cem 0,154 mol. NaCl-Lösung, in C in 5,0 ccm einer Lösung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCl, 0,0018 mol. CaCl,, 0,0011 mol. 














NaHCO,. — Zahlen: entwickelte Menge Sauerstoff in Prozenten der 
aus dem vorhandenen H,O, gewinnbaren. 
Tabelle XXII. 
ee Mes ee 
BERN EROS 1_z 
been | “in on e Name SZ? Va (a—a) t a(a—x) 
EN ERR, | — I "ce ` IT" =” E = m DEE 
5 | 39,50 = = SS 
10 | 59,08 0,089 25 0,005 63 0,001 44 
15 | 7041 = 0,005 58 ES 
25 ' 82,78 | 0,005 63 — 
30 | 85,18 0,063 01 063 01 | 000533 < 0,001 72 
Im Mittel | 0,005 54 












_1 Va—Va—rz Ea 


E Va U= KEES 


















































in 9/5 
Em gen | A Se ES 
5 16,48 | 0,039 99 = | Së 
10 31,26 0,037 42 0,002 06 | 0,000 45 
15 42,24 0,037 23 0,002 10 | 0,000 48 
25 | 52,89 0,030 82 0,001 82 | 0,000 45 
30 | 5530 | 0,025 80 0,001 62 | 0,00041 
Im Mittel | 0,000 45 
— = 
Nach | ccm O, k—l in a p DS DEE 
j in dÉ t a—z Va (a —x) t a(a—x) 
I Ee BE DE O ee le? F A 
5 30,23 | 0,062 87 | 0,003 95 0,000 86 
10 , 46,71 = 0,003 65 0,000 87 
15 | 58,39 SS 0,003 69 | 0,000 93 
25 | 70,41 0,003 66 0,000 93 
30 . 73,80 0,0 044 14 59 0400315 0,000 94 
Im Mittel | 0,003 ei 


In A sind etwa 85%, H,O, gespalten, die Reaktion verläuft 
Dis molekular, in B unter der hemmenden Wirkung des NaCl sind 
nur etwa 55°/, H,O, gespalten und der Verlauf ist ein bimolekularer. 
Die Hemmung äußert sich so, als ob weniger Ferment in dem Ge- 
misch wäre. In C unter dem Einfluß des NaHCO, wird die 
hemmende Wirkung des NaCl zum großen Teil aufgehoben: es werden 
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73°/, H,O, gespalten und der Verlauf ist wieder 1!/, molekular. 
Immerhin beträgt die Hemmung gegen die A noch etwa 2391 

23. Versuch. H,O,-Lösung (3proz.) je 5,0 ccm (liefert 58,23 cem O, 
bei 21,3° und 750,5 mm); Phosphat (13 mol. pu 6,85) je 2 ccm; Ferment 
(1: 1000) in A in 5 ccm destillierten Wassers py 6,65, in B in 5 cem 0,154 mol. 
NaCl-Lösung pu 6,63, in C in 5ccm einer Lösung von 0,154 mol. NaCl 
und 0,0011 mol. NaHCO,, pu 6,99. Die Zahlen entwickelte Kubikzenti- 
meter O, (bei 21,3% und 750,5 mm), auch in Prozenten des gesamten ver- 




















fügbaren Sauerstofís. — Beginn des Versuches nach zweistündigem Stehen 
der betreffenden Fermentlösungen. 
Tabelle XXIII. 
u: A | B c 
SEH m O» in % | ccm O, | in 0, d ccm O» | in Y, 
NR = Ee AE es EE _— I ER =. Cen Ggs — Pe: == e 
y| 2. 3503 1 94 ' 1651 18,8 32.29 
10 | 296 Ss 17,2 Ss 27,4 E 
15 | 35,0 — 220 — 34,4 — 
20 | 380 — 280 — 38,4 — 
25 ' 40,2 — 282 — 1. 412 | 
30 | 418 71,79 30,0 5152 | 432 74.19 


In A nur 71,79proz. Spaltung (statt 85°/ im Versuch 22) wohl 
infolge der schädigenden Wirkung des destillierten Wassers. Die 
Reaktion verläuft bimolekular K = 0,00083; in B unter dem Einfluß 
des NaCl werden nur 51,52°/, H,O, gespalten. Die Reaktion ver- 
läuft bimolekular; K -= 0,00034¿. Hemmung 56°/,: in C wurde die 
Hemmung des NaCl durch NaHCO, (0,001 mol.) vollständig auf- 
gehoben. 

24. Versuch. H,O,-Lösung je 50 ccm, Phosphat (1, mol. py 6,85) 
je 2,0 ccm, destilliertes Wasser 50 ccm, Ferment (1: 1000) in 1. in 5,0 eem 
destillierten Wassers pu 6,65; in 2. in 5,0 ccm 0,154 mol. NaCl-Lösung 
pu 6,63; 3. in 5,0 ccm einer Lösung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCI, 
0,0018 mol. CaCl, pp 6,11; 4. in 5 ccm einer Lösung von 0,154 mol. NaCl, 
0,0018 mol. CaCl, prı 6,10; 5. in 5ccm einer Lösung von 0,154 mol. NaCl, 
0,0025 mol. KCI, 0,0013 mol. CaCl,, 0,0011 mol. NaHCO, pn 6,58; 6. in 
5ccm einer Lösung von derselben Zusammensetzung wie in 5.— 7. in 5,0 ccm 
0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, pn 6,99; 8. statt 5 ccm Ferment- | 
lösung 5ccm destilliertes Wasser. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten ` 
zersetztes H,O, in Prozenten der Gesamtmenge an H,O,, titrimetrisch 
mittels Permanganat bestimmt. | 


Tabelle XXIV. 








Nach 1 | 2 | 3 | 4 5 106.107 | 8 
= ga = “u = ee. zc) | 54 E Te $ Sg o = a era së en | 
10 | 30,5 | 26,4 23.0 = 30,5 | 31,5 | 31,5 0 
20 || 392 | 318 , 300 | 33,7 395 | 395 | 39,2 e 
1h 20/ | 486 | 37,7 360 , 405 484 : 492 | 486 0 
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Die antagonistische Wirkung des Bicarbonats gegen die Hemmung 
der Chloride ist auch in diesem Versuch deutlich. 

Nachdem wir uns überzeugt hatten, daß es gleichgültig ist, ob 
man zuerst NaCl und dann NaHCO, oder umgekehrt dem Gemisch 
zufügt, ferner auch, daß das Bicarbonat allein, sofern die H-Ionen- 
konzentration nicht geändert wird, die Fermentwirkung anscheinend 
nicht beeinflußt, untersuchten wir, welche geringste Konzentration 
des NaHCO, genügt, um die Wirkung der 0,154 mol. NaCl- Lösung 
zu paralysieren. Es ergab sich, daß hierzu bereits eine 0,0005 mol. 
NaHCO,-Lösung genügt. — Dies zeigen folgende Versuche. 


25. Versuch. H,O,-Lösung (3proz.) 5 ccm (diese liefern 60 ccm O, 
bei 19,6% und 746 mm); Phosphat ( 4 mol. py 6,85) 2 ccm; Ferment (2: 1000); 
vor dem Beginn des Versuches eine Stunde 1. in 5 cem destillierten Wassers 
pu 6,2; 2. in beem 0,154 mol. NaCl-Lösung pa 6,90; 3. in 5ccm einer 
Lösung von 0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCO, pu 6,69. Zahlen: 
entwickelte Kubikzentimeter O, (19,6%, 746 mm), auch in Prozenten der 
verfügbaren O,-Menge. 














Tabelle XXV. 
1 . 2 | 3 
Nach | ee A ne FRE _ | _ 
"ccm O, | 0% 'j ccm O», | Ola | ccm O, | 0, 
S Gees E EE EE EE £ A SEN ME end ZZ 2 — SCH 
w. 34 | — Í 186 = 7 8 | — 
15 , 480 e | 25,6 Sg 37,8 = 
20 ' 53,0 Si 31,8 — $4 424 | — 
2 580 |  — | 362 — į 8o 
a 590 | 993 — 386 , 64,3 ' 502 ` 83,7 


Noch deutlicher zeigt die stark antagonistische Wirkung des 
NaHCO, der folgende Versuch. 


26. Versuch. H,O,-Lösung (1,5prom.) je 50 ccm; Phosphat (1, mol. 
Pu 6,85) je 2 ccm; destilliertes Wasser je 50 cem; Ferment (2: 1000) ]. in 
5 ccm destillierten Wassers py 6,2, 2. in 5ccm 0,154 mol. NaCl-Lösung 
PH 6,9, 3. in 5ccm 0,001n-NaHCO, pu 7,42, 4. in Beem einer Lösung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, pu 6,78, 5. in 5 com einer Lösung 
von 0,154 mol. NaCl, 0,002 mol. NaHCO,, 6. in 5ccm einer Lösung von 
0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCO, 7. Kontrolle ohne Ferment. Die 
Zahlen in der Tabelle sind zersetztes H,O, in Prozenten der Gesamtmenge 
(titrimetrisch bestimmt). 





Tabelle XXVI. 
Se S | " a 
Mw A O PA Er. 
an 629 | 52,8 65,2 66,1 | 734 | 624 | 0 
10 |, 808 | 697 80,8 817 | 862 | 789 0 





Es genügten demnach eine 0,0005 molare Na HCO,-Lósung, um 
die hemmende Wirkung einer 0,154 molaren ClNa-Lósung aufzuheben. 
Dies zeigt auch der folgende Versuch. 


KE 
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27. Versuch. H,O,-Lösung (3proz.) je 5 ccm (diese liefern 56,88 cem 
O, bei 20,5°, 760,5 mm), Phosphat (1% mol. pu 6,98) je 2 ccm, Ferment 
(1,5: 1000) 1. in 5 ccm destillierten Wassers op 6,0, in 2. in 5 ccm einer 
Lösung von 0,154 mol. NaCl, 0,001 mol. NaHCO, pu 6,8, in 3. in 5ccm 
einer Lösung von 0,154 mol. NaCl, 0,0005 mol. NaHCO, in 4. in 5ccm 
einer 0,154 mol. NaCl-Lösung. Zahlen: Kubikzentimeter O, (20,5. 
760,5 mm). 








Tabelle XXVII. 
Nach i 1 | 2 | 3 | 4 
5 | 14,4 12,0 | 11,8 | 5,8 
10 | 26,0 200 182 | 130 
15 | 31,6 252 770240 ' 184 
20 | 360 292 ' 280 ¡ 222 
25 ¡| 38,8 326 | 314 | 250 
30. 412 34,4 33,4 26,8 
35 ; 42,8 35,8 | 348 | 274 
50 ` 446 37,2 i 366 ` 284 
lb 15 | 45,6 380 | 370 ' 286 


In allen Röhren weitere 2,5 ccm der entsprechenden 
Fermentlösung zugefügt 


15' y 53,6 | 48,0 ou 372 
30 | 570 52,2 51,2 41,2 


Wie NaCl verhalten sich KCI und CaCl, gegen NaHCO,. Nimmt 
man einen großen Überschuß an Ferment, so daß das H,O, schon inner- 
halb 20 bis 25’ total gespalten ist, so ist die hemmende Wirkung 
der Chloride kaum bemerkbar. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daß das Bikarbonation 
die hemmende Wirkung des Cl’ antagonistisch beeinflußt. Diese 
Tatsache besitzt zweifellos auch ein biologisches Interesse, da die 
Katalase in den Organflüssigkeiten unter dem ausgleichenden Einfluß 
beider Ionenarten ihre Wirkung entfalten kann. 


IV. Die Katalase ist in verdünnten Lösungen wenig beständig. 
Schon ein wenig längeres Stehen der verdünnten Fermentlösung mit 
destilliertem Wasser schädigt diese bedeutend. Dies zeigt die folgende 
Versuchsreihe. 


28. Versuch. H,O,-Lösung je 5 cem; Phosphatgemisch (13 mol. pH 7,0) 
jo 2,0 mm; Ferment in 1. 1: 200, davon 1 ccm; in 2. 1: 1000, davon 5 cem; 
in 3. 1: 2000, davon 10 cem; in 4. 1: 10000, davon 50 ccm. Ferner kamen 
in 1. 49 ccm, in 2. 45 ccm, in 3. 40 ccm, in 4. O ccm destilliertes Wasser. 
In der Reihe A blieb das Ferment vor dem Beginn des Versuches 20 Min. 
in der entsprechenden Verdünnung stehen, in der Reihe B 1 Stunde 20 Min., 
in der Reihe C 3 Stunden 15 Min. Die entwickelten Kubikzentimeter O, 
unter gleichen Bedingungen waren: 
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Tabelle XXVIII. 











| Nach | 1 2 | 3 4 

T — 1 dëtt ze Ze A ne ae 7 = Ska 
| 10 ' 39,2 | 41,0 | 39,0 30,0 
A | 20 | 49,4 50,4 | 48,4 42,6 
| | 52,0 | 52,0 | 51,0 46,0 

| i j 

' lo | 39,0 39,0 i 37,6 20,8 
B | > ı 47,6 47,4 | 45,6 29,8 
| 30 " 500 496 480 320 
10 39,0 | 38,0 | 35,4 11,4 
ch 2 | 45,4 | 44,0 | 42,0 13,4 
0. 46,8 46,0 44,0 14,6 
40 | 48,4 48,4 | 46,0 14,6 


Bei der stärkeren Verdünnung (4) war nach 3 Stunden (C) nur 
ein Bruchteil der ursprünglichen Wirkung vorhanden. 

Von dieser „Labilität‘‘ des Ferments auf eine größere Gift- 
empfindlichkeit‘‘ zu schließen, ist jedoch nicht statthaft. Eine ganze 
Reihe von Verbindungen, die sich als auf die Lipase schon in außer- 
ordentlich geringen Mengen giftig erwiesen haben, waren in ver- 
hältnismäßig großen Dosen auf die Leberkatalase vollkommen un- 
wirksam. Untersucht wurden aus der Chiningruppe Chinin und Vuzin, 
aus der Arsengruppe Atoxyl, Methylarsinoxyd, Natriumarsenat, 
Natriumarsenit. Da die zahlreichen unter den verschiedenen Versuchs- 
bedingungen in dieser Richtung angestellten Versuche alle negativ ver- 
liefen, geben wir hier nur einige Beispiele. 

Chinin. hydrochlor. wirkte bis 10 mg in 100 eem Gesamtvolumen 
(davon 50 ccm Fermentlósung 1: 40000) bei pu 6,7 bis 8,0 nicht im ge- 
ringsten auf die Leberkatalase. Die Reihenfolge des Zufügens der einzelnen 
Bestandteile war gleichgültig. Auch eine fördernde Wirkung ganz geringer 
Chininmengen war nicht zu beobachten. 

Ebenso war bei Vuzin hydrochlor. (bis 10 mg in 100 ccm Gesamt- 
volumen bei py 7,6), bei Atoxyl (bis 10 mg in 10C com Gesamtvolumen 
bei pp 7,5), bei Methylarsinoxyd (bis 10 mg in 75 bis 100 ccm Gesamt- 
volumen bei pu 7,1), Natriumarsenat (bis 10 mg in 65 bis 100 ccm Ge- 
samtvolumen bei p 7,1), Natriumarsenit (bis 10mg in 7Occm bei 
Ph 7,0) keine Hemmung auf die Leberkatalase zu beobachten. 

Untersuchungen über das Verhalten von Katalasen anderer Her- 
kunft gegen die erwähnten und andere Gifte sind im Gange. 


Zusammenfassung, 


1. Die Leberkatalase hat ein breites Optimum um Pu 7; eine 
gute Wirkung ist jedoch bis etwa po 11 zu beobachten; erst bei 
dieser Reaktion sinkt sie steil. 

2. In Bestätigung der Angaben von Morgulis wurde gefunden, 
daß bei konstanter H,O,-Konzentration die Größe der Spaltung von 
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der absoluten Menge der Katalase abhängig ist. Je nach dem gegen- 
seitigen Mengenverhältnis Ferment — H,O, ist der Gang der Reaktion 
verschieden: monomolekular bei Spaltung des größten Teils de 
HO, bimolekular bei Spaltung zwischen etwa 60 bis 80°/,. 

3. Die hemmende Wirkung der Chloride auf die Katalasewirkung 
kann durch geringe Mengen Bicarbonat (bei unverándertem pp) ganz 
oder fast ganz aufgehoben werden. 

4. Die untersuchten Verbindungen: Chinin, Vuzin, Atoxyl, 
Methylarsinoxyd, Natriumarsenat und Natriumarsenit waren auf das 
Ferment vollkommen unwirksam. 


Uber die Wirkung 
des Calciums auf die Labgerinnung der Milch. 


Von 
P. Rona und E. Gabbe. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 8. August 1922.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Seit den Untersuchungen von Hammarsten (1) wird die Gerinnung 
der Milch als ein in zwei Phasen ablaufender Prozeß aufgefaßt; diese sind 
l. die Umwandlung des Caseins in einen Parecasein genannten Stoff und 
2. die Ausfällung des Paracaseins durch die in der Milch enthaltenen Kalk- 
salze. Zu dieser Annahme führten folgende Versuche: Wird eine Lösung 
von Casein in Alkalien oder basischen Salzen mit Lab allein (oder mit 
Caleiumchlorid allein) versetzt, so tritt eine Veränderung auch nach längerer 
Zeit nicht ein; fügt man aber zu der mit Lab versetzten Caseinlösung 
Calciumchlorid hinzu, so erfolgt schnell die Abscheidung eines Gerinnsels. 
Die Selbständigkeit der beiden Phasen der Labung konnte dadurch gezeigt 
werden, daß nach Ablauf der fermentativen Umwandlung des Caseins in 
kalkfreier Lösung die Ausfällung des Paracaseins durch Kalk in ganz der- 
selben Weise möglich ist, wenn das Ferment vorher durch Alkalien oder 
durch Erhitzen zerstört wird. Auch bei der Milch konnte eine zeitliche 
Trennung der beiden Phasen bewirkt werden: Durch Ausfällung des Calciums 
mit Oxalsäure wird die Fällung des Paracaseins verhindert [Arthus und 
Pages (2)] oder durch Ablauf der Fermentwirkung in der Kälte (unter 8°C) 
kann die Ausfállung des Paracaseins auch bei Calciumanwesenheit hintan- 
gehalten werden [Morgenroth (3)]; bei Erwármen auf 40% tritt dann sofort 
die Gerinnung ein, auch wenn das Ferment vorher vernichtet wird. | 

Es könnte hiernach scheinen, als ob dem Calcium nur ein Einfluß 
auf die zweite Phase der Labung, die Paracaseinfällung zukäme; Ham- 
marsien (4) nahm jedoch schon an, daß die löslichen Kalksalze auch auf 
die erste Phase der Labung, die fermentative Umwandlung des Caseins 
einwirken, und zwar in mittleren Dosen beschleunigend und in größeren 
hemmend. Ein einwandfreier Beweis für diese Anschauung wurde jedoch 
nicht erbracht. Arthus und Pages (2) sowie Lörcher (5) suchten diese Frage 
auf dem Wege zu klären, daß sie die Calciumsalze zu verschiedenen Zeiten 
der Labwirkung der Milch zusetzten; sie fanden, daß die Gerinnung da 
am raschesten eintritt, wo sie die Calciumsalze am frühesten zugesetzt 
haben. Lörcher faßt das Ergebnis hinsichtlich der Deutung der Ca-Wirkung 
so zusammen: „Daß die Calciumsalze nur durch die Ausfällung des Para- 
caseins beschleunigend wirken, ist durch diese Versuche nicht widerlegt, 
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daß die Calciumsalze den Prozeß der Umformung des Caseins durch Lab 
beschleunigen, nicht bewiesen; da wir also nun bestimmt wissen, einmal, 
daß die Ca-Salze (innerhalb gewisser Grenzen) die Labgerinnung beschleu- 
nigen, zum anderen, daß sie bei der Ausfällung des Paracaseins beteiligt 
sind, weiter aber nichts, so hat die Hypothese, daß die Ca-Salze durch ihre aus- 
fällende Wirkung gerinnungsbeschleunigend wirken, am meisten für sich!).“ 

Bei dieser Deutung wird vorausgesetzt, daß auch die zweite Phase 
(Ausscheidungszeit) eine Zeit in Anspruch nimmt, welche neben der Dauer 
der ersten Phase [Umwandlungszeit ?2)] merklich in Betracht kommt; wird 
dann durch Änderung des Calciumgehaltes die Gerinnungszeit verändert, 
so sind Schlüsse, welche von beiden Phasen eine Änderung erfährt, nicht 
ohne weiteres angängig. Daß es nicht möglich ist, klar zu erkennen, auf 
welche von beiden Phasen die Ca-Wirkung zu beziehen ist, gilt auch für 
die angeführte Versuchsanordnung, bei welcher der Kalk zu verschiedenen 
Zeiten der Labeinwirkung der Milch hinzugefügt wird. Van Dam (6) wies 
darauf hin, daß durch den Calciumzusatz die Wasserstoffzahl (h) der Milch 
in solchem Grade erhöht wird, daß als Ursache der Verkürzung der Um- 
wandlungszeit auch die erhöhte A in Betracht zu ziehen ist. Wurde die 
h der Milch durch Zusatz von Salzsäure soweit erhöht, daß jetzt ein 
Calciumzusatz die nur unbedeutend beeinflußte, dann war die Ver- 
kürzung der Gerinnungszeit der Milch durch den Calciumzusatz un- 
wesentlich; ja die Gerinnungszeit war unter diesen Bedingungen ba 
Ca-Zusatz zuweilen verlängert, und van Dam schloß daraus, daß Calcium 
neben einer Beschleunigung der Ausfällung des Paracaseins in derselben 
Konzentration einen hemmenden Einfluß auf die Fermentwirkung ausüben 
könne. Hieraus geht hervor, daß die Methode des Calciumzusatzes zur 
Milch zu verschiedenen Zeiten der Labwirkung nur dann Schlüsse auf 
das Wesen der Calciumwirkung zu ziehen gestattet, wenn durch den 
Calciumzusatz die h nicht verändert wird [vgl. hierzu auch die Befunde 
von Spiro (7)]. 

Wir sind heute imstande, die A der Milch durch den Zusatz eines 
h-Regulators konstant zu halten und so die reine Calciumwirkung zur 
Darstellung zu bringen. Um jedoch die Frage zu klären, ob das Calcium 
nur auf die Ausfällung des Paracaseins oder auch auf die Fermenttätigkeit 
einwirkt, bedarf es einer Methode, welche gestattet, diese beiden Vorgänge 
zu trennen und die Fermentwirkung in ihrem ganzen Verlaufe zu ver- 
folgen. Die erwähnte Methode Morgenroths (3) führt zwar zu einer zeitlichen 
Trennung der beiden Phasen, ermöglicht aber auch in der Modifikation 
von Fuld (8) nicht, einen befriedigenden Einblick in den Ablauf der Ferment- 
wirkung zu gewinnen. Hierzu scheint die Verwertung von Beobachtungen 
geeigneter, die von Arthus und Pages (2) bereits 1890 mitgeteilt wurden: 
diese Autoren fanden, daß während der Fermentwirkung die Hitzegerinn- 
barkeit der Milch ständig zunimmt; d. h. die Hitzegerinnung ist in 
einem späteren Zeitpunkt schon bei niedrigerer Temperatur als vorher 
möglich. Nach den ‚Untersuchungen von Reichel und Spiro (9) sowie 
von Fuld (8) haben wir uns die Labwirkung als eine kontinuierliche, 
mit gleichmäßiger Geschwindigkeit ablaufende Umwandlung des Caseins 
in Paracasein vorzustellen. Die im Beginn der Fermentwirkung gebildete 
zunächst kleine Menge Paracasein nimmt im weiteren Verlaufe stetig zu, 
während die Caseinmenge entsprechend abnimmt. Ist nahezu alles Casein 


1) Vgl. hierzu auch van Dam, 1. c. 
2) Vgl. hierzu auch Full, Le 
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in Pararasein umgewandelt, dann erfolgt bei Gegenwart von Kalksalzen 
die Gerinnung. Das Casein hemmt anscheinend die Ausfällung des Para- 
caseins durch Kalk. Die ständige Zunahme des unlöslichen Paracasein- 
calciums bewirkt offenbar die erwähnte Zunahme der Hitzegerinnbarkeit 
der Milch während der Fermentwirkung; d. h. in jedem Zeitpunkt derselben 
läßt sich die gerade vorhandene Mischung von Casein und Paracasein 
durch diejenige Temperatur charakterisieren, bei der während der Er- 
wärmung sofortige Gerinnung eintritt. Wir haben diese Eigenschaft be- 
nutzt, um den Ablauf der Fermentwirkung bei variiertem Calciumzusatz 
zu studieren; dieser Weg erwies sich als gangbar, um in die verwickelten 
Verhältnisse der Labgerinnung näher einzudringen. 

Bezüglich der Auswahl einer für das Studium der Calciumwirkung 
geeigneten Labsorte müssen Angaben in Betracht gezogen werden, nach 
denen die Labfermente verschiedener Tiere durch Calcium in verschiedenem 
Grade beeinflußt werden. Bang (10) legte dar, daß das Lab vom Menschen 
und vom Schwein (Parachymosin) durch Calciumchlorid in seiner Wirkung 
stärker begünstigt werde als das Kalbslab (Chymosin). Gewin (11) erklärt 
diese Unterschiede mit der verschiedenen Alkaliempfindlichkeit der beiden 
Enzymarten; man könne nicht folgern, daß das Calciumchlorid die Para- 
chymosinwirkung mehr beschleunigt, sondern daß das Parachymosin bei 
neutraler Reaktion ohne CaCl, schwächer wirkt als das Chymosin; da nun 
der Calciumzusatz die A der Flüssigkeit erhöht, so ist eine Deutung der 
von Bang gefundenen Unterschiede der Calciumwirkung mit den Unter- 
schieden der h in der Tat naheliegend. Gem konnte weiter zeigen, 
daß die Unterschiede in der Alkaliempfindlichkeit nicht auf einer an sich 
größeren Beständigkeit des Kalbslabs gegen OH-Ionen, sondern auf der 
Anwesenheit eines besonderen als Verunreinigung anzusehenden Stoffes 
ın der Kalbsmageninfusion beruhen, welcher das Ferment gegen die zer- 
störende Wirkung der OH-Ionen schützt; so ist es wahrscheinlich, daß das 
von diesem Stoffe befreite Kalbslab ebenso calciumempfindlich ist wie das 
Schweinelab. Es scheint daher am zweckmäßigsten, Schweinelab zu den 
Versuchen zu benutzen, da bei diesem die störende Wirkung einer die 
Calciumwirkung modifizierenden Beimengung nicht zu befürchten ist. 


2. Die Labgerinnungszeit bei Zusatz des Calciums zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Fermentwirkung. 


a) Methodik. 


(Inhalt: Schilderung der Versuchsanordnung (Milchpulver, Regulator, 
Milchverdünnung, Calciumchloridzusatz). — DreiVersuche, die zeigen: 1. den 
Einfluß des CaCl, auf die h bei verschiedenem Puffergehalt, 2. Pufferung 
bei wechselnder Milchverdünnung, 3. den Einfluß von Milchverdünnung 
und Pufferkonzentration auf die Gerinnungszeit. — Versuchsanordnung 
bei Bestimmung der Gerinnungszeit nach zeitlich variiertem Calciumzusatz.] 

Da die Gerinnbarkeit der Milch, zumal in den Sommermonaten, je 
nach Herkunft und Aufbewahrung Schwankungen unterliegt, wurden die 
Versuche mit einem Trockenmilchpulver angestellt, um so mit einem 
Material von gleichmäßiger Beschaffenheit zu arbeiten; dieses Pulver 
wurde zu Beginn der Versuche in größerer Menge beschafft!); das Milch- 


1) Trockenmilchpulver nach dem Verfahren von Krause (München) 
hergestellt. 
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pulver enthält nach unserer Analyse: 0,9015 % Ca und 20,92 9%, Casein. 
An jedem Versuchstage wurde durch Verreiben eine frische Lösung dieses 
Pulvers hergestellt, und zwar dem Gehalte der natürlichen Milch an Trocken- 
substanz entsprechend 12 g Pulver auf 100 ccm Wasser; die Lösung wurde 
kurz aufgekocht und nach Abkühlen und Filtrieren als ,Milch* zu den 
Versuchen verwandt; im Text ist unter „Milch“, wenn nichts anderes 
bemerkt, stets diese Milchpulverlösung zu verstehen. Es sei schon hier 
angeführt, daß wir die gleichen Versuchsresultate auch mit natürlicher 
Milch erzielen konnten. 


Als Regulator der h wählten wir Acetatgemische; eine einfach normale 
Lösung von Natriumacetat wurde mit n/10 Essigsäure in der für die ge- 
wünschte k nötigen Menge versetzt und auf das doppelte Volumen auf- 
gefüllt. Die kh wurde stets elektrometrisch gemessen. Von diesem Puffer- 
gemisch wurde jedem Gerinnungsversuch ein Fünftel des Endvolumens, 
das meist 10 ccm war, zugefügt; hierdurch war die Konzentration an 
Natriumacetat in allen Versuchen schließlich 0,1 normal. 


Schon durch den Zusatz des Puffers wird die Milch verdünnt; eine 
noch stärkere Verdünnung war aus zwei Gründen erwünscht: 1. ist bei 
stärkerer Verdünnung eine geringere Pufferkonzentration zur Regulierung 
der k hinreichend; dies ist vorteilhaft, denn die Alkalisalze verlängern 
die Labgerinnungszeit der Milch [Lórcher (5)]; 2. wird durch die Verdünnung 
der Milch die Wirkung des in der Milch schon vorhandenen Calciums 
praktisch ausgeschaltet, wie Michaelis und Mendelssohn (12) zeigten: 
eine zehn- bis dıeißigfach verdünnte Milch verhält sich so, als ob sie 
praktisch kalkfrei wäre. Wir haben daher die Versuche stets mit zehn- bis 
dreißigfach verdünnter Milch angestellt. 


Als Ferment wurde durchweg Pepsin. puriss. Grübler, welches, soweit 
feststellbar, aus Schweinemagen bereitet ist [vgl. auch Michaelis und Rothstein 
(14)], verwendet; es wurde eine 10 proz. Aufschwemmung in 10proz. Koch- 
salzlösung angesetzt, diese nach achttägigem Stehen bei oft wiederholtem 
Umschütteln filtriert und das Filtrat mit Glycerin zu gleichen Teilen 
versetzt. Diese Standardlösung behielt, im Eisschrank aufbewahrt, ihre 
Wirksamkeit während drei Monaten unverändert. Die zu den Versuchen 
verwandten Fermentlósungen sind als Verdünnungen dieser Lösung „F“ 
angegeben. 


Das Calcium wurde als Caleiumchlorid in einfach molarer oder stärker 
verdünnter Lösung, und zwar jeweils 1 ccm zu 9 cem der Puffer und Ferment 
enthaltenden verdünnten Milch zugegeben. 


Da das Calciumchlorid auch die h des Puffergemisches verändert, 
mußte festgestellt werden, ob die gewählte Konzentration des Regulators 
die h hinreichend konstant zu halten vermag. Tabelle 1 zeigt eine dies- 
bezügliche Versuchsreihe; bei Zusatz von 1,0 cem Puffer wurde ph durch 
CaCl,-Zusatz stärker erniedrigt als bei 2,0 ccm Puffer; durch die dem Calcium- 
gehalte der Milch nahe kommende CaCl,-Konzentration 0,05 molar wurde 
ph von 6,50 auf 6,27 erniedrigt bei Zusatz von 2,0 Puffergemisch; diese 
Pufferkonzentration wurde daher als hinreichend betrachtet. Tabelle II 
gibt einen Versuch wieder, in dem außer der Puffermenge auch die Milch- 
verdünnung von 5- bis 30fach bei fehlendem Calciumzusatz variiert wurde; 
auch bei der angewandten höheren h trat eine nennenswerte Verschiebung 
der h auch bei nur 5facher Milchverdünnung nicht auf, wenn 2,0 ccm 
Puffergemisch in 10,0 cem Gesamtvolumen enthalten waren. 
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Tabelle I. 
Einfluß von mer auf die h bei verschiedenem er 

Röhrchen Nr. o | 1 | TE Pa] 4 | sio 7 aje 

Milch teem... .... |10 | alumni 10 [10 e 1,0 
Ca Cl,- Gem... — |10 ¡10 |10 | — 10 10 | 10 
O Konzentration . sr ml, m/z mji mi, m e m:;, 
Acetatpuffer*) ccm. . . . | 10 | 1,0 | 10 110 | 20 |20 |20 | 20 

Aqua dest, ` — ` ad 10,0 ccm 
ph (elektrom.) ...... 1 6,53] 6,24| 6,16 | 6,04 | 6,50| 6,33 | 6,27| 6,14 


*) Zusammensetzung: 10,0 ccm n/l Natriumacetat + 1,20 n/10 Essigsäure 
+ Aqua dest. ad 20,0. 


























Tabelle II. 
Pufferwirkung bei verschiedener Milchverdünnung. 
Röhrchen Nr. lıl2j:|+|s|elr |» 
— E Ge a SH na SE = zen, o =" E. == 

Milch tecem `... -— !033| 1,0 | 2,0 | — | 0,33| 1,0 | 20 
Acetatpuffer*) com... . 05 |05 |05 | 05 '20 |20 | 20 | 20 

Aqua dest, | ann 
ph (elektrom.) ...... | 5,21 | 5,24| 5,38| 5,56! 5,17| 5,22] 5,24| 5,20 


*) Zusammensetzung: 10,0 cem n/l Natriumacetat + 1,4 n/l Essigsäure 
+ Aqua dest. ad 20,0. 


Tabelle II]. 
Einfluß von Puffergemisch und Milchverdünnung auf die Gerinnungszeit. 














Röhrchen Nr. Nılalsja [sio sis [oJwjn[a 
d | sl Se E Br SE el E 

_ e E e EE 
Milch 1, eem . .. an um 05 0,33. 2,0 1,0 0,5 0,33, 20 Lo 0,5, 0,33 
Ferment F.10-3cem 1,0:1,0|1,0| 1,0; 10 10 1,0 LO | 10 1,0 1,0, 1,0 
CaCl, 0,5 mol. eem. Lä 10,10; 10: 1,0 1,0 1,0 10 | 1,0, 1,0 1,0, 1,0 
Acetatpuffer*) com . 0,5 0,5 0,51 0,5 | 1,0 1,0 1.0, 1.0 ; 2,0 2,0 20 2,0 


Aqua dest. l ad 10,0 ccm 


Gerinnungezeiti. Min. 85/85!9.01125 '11 |12 |15 '20,5 '18 ¡20 25 [32 


*) ph 6,40 (10,0 cem n/l Natriumacetat + 1,30 n/10 Essigsäure 
+ Aqua dest. ad 20,0). 


Tabelle III zeigt den Einfluß des Regulators auf die Gerinnungszeit 
bei wechselnden Milchverdünnungen. Je größer der Gehalt an Puffer und 
je größer die Verdünnung ist, desto länger ist die Gerinnungszeit. Der 
Einfluß von Natriumsalzen auf die Gerinnungszeit kann nach van Slyke 
und Bosworth (13) so gedeutet werden, daß sich auch etwas Paracasein- 
natrium bildet, welches löslich ist und das Ausfallen des Paracaseincalciums 
hemmt. Je größer die Milchverdünnung ist, desto größer wird bei gleicher 
Puffermenge die Menge des Paracaseinnatriums im Verhältnis zur Calcium- 
verbindung und damit auch die Verlängerung der Gerinnungszeit sein. 
Da in sämtlichen Versuchen, die unten beschrieben werden, die Puffer- 
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konzentration die gleiche war, ist der Einfluß des Regulators auf die Ge- 
rinnungszeit in jeder Versuchsreihe konstant und leicht zu übersehen. 

Die Versuche werden in der Weise angestellt, daß etwa 15 Reagenz- 
gláschen mit je 2,0 ccm Puffergemisch + 5,0 ccm Aqua dest. + 1,0 com 
Fermentlösung beschickt wurden; hierzu wurde eine derartige Ferment- 
verdünnung ausgewählt, die bei der gewählten Milchverdünnung bei Zusatz 
von 1,0ccm Calciumchlorid in 0,5 mol. Lösung in durchschnittlich 
20 Minuten bei Zimmertemperatur zur Gerinnung führte. Dann wurde 
zu allen Röhrchen möglichst schnell hintereinander 1,0 cem der betreffenden 
Milchverdünnung zugegeben; dies geschah in weniger als einer Minute. 
Der Zusatz von 1,0 ccmCaCl,-Lösung erfolgte bei den ersten beiden Röhrchen 
(a, b) sofort nach Zusatz der Milch zu denselben und vor Zusatz der Milch 
zu den anderen Röhrchen; zu den Röhrchen c,d usw. wurde das CaCl, 
jeweils eine oder mehrere Minuten später als in dem voraufgehenden Röhr- 
chen zugegeben, je nach der Zeitdauer, auf die sich der Versuch erstreckte 
und die meist durch voraufgehende gleichartige Versuche ermittelt war. 
Es wurde hierbei die Zeit zwischen Beginn der Fermentwirkung und CaCl,- 
Zusatz in den letzten Röhrchen so groß gewählt, bis der Zeitpunkt erreicht 
wurde, in dem der CaCl,-Zusatz in 10 bis 30 Sekunden zur Gerinnung 
führte. In manchen Versuchen wurde ein derartiger Zeitpunkt indes gar 
nicht erreicht; die Zeit vom Zusatz des CaCl, bis zur Gerinnung nahm 
vielmehr ständig zu; in diesem Falle wurde das Calciumchlorid 40 bis 
60 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung dem letzten Röhrchen zu- 
gegeben. Das Ferment wurde stets bei Zimmertemperatur einwirken 
gelassen [die Anwendung höherer Temperaturen. insbesondere 38 bis 40°, 
wie sie in früheren Arbeiten oft bevorzugt wurde, erscheint dann bedenklich, 
wenn das Ferment in so großer Verdünnung angewandt wird, daß die Zeit 
der Einwirkung bis zur Gerinnung nicht nach Sekunden, sondern nach 
Minuten gezählt wird. Dies ist aber bei Beobachtung von Versuchsreihen, 
die aus etwa 15 zu gleicher Zeit angesetzten Einzelversuchen bestehen, 
zweckmäßig. Bei 40° wird nämlich das Ferment schon merklich zerstört, 
Bang (10)]. — Bei jedem Röhrchen wurde die Zeit bestimmt, die vom Zusatz 
der Milch zum Ferment bis zum Eintritt der Gerinnung verging; dieser 
wird daran erkannt, daß die diffuse Trübung der verdünnten Milch sich 
besonders bei Schräghaltung des Röhrchens gegen schwarzen Hintergrund 
in kleine, scharf begrenzte, makroskopisch gut erkennbare Flöckchen auf- 
löst. Dieser Zeitpunkt ließ sich stets bis auf Y, Minute genau bestimmen. 
Die Schwankungen in den Gerinnungszeiten gleichartig und zu gleicher 
Zeit angesetzter Röhrchen betrugen nicht mehr als 5 %. 


b) Versuche. 


(Inhalt: Es wird gezeigt, daß die Gerinnungszeit, wenn das Calcium 
nicht von Anfang an in der Lösung vorhanden ist, sondern erst später zu- 
gesetzt wird, meist verlängert ist; diese Verlängerung erreicht ein Maximum 
bei Zusatz des Calciums wenige Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. 
Bei hoher Ca-Konzentration ist die Verlängerung am größten, wenn der 
Kalk früh zugesetzt wird; bei niederer Ca-Konzentration ist die Verlän- 
gerung am größten bei spätem Zusatz.) 


Es seien zunächst vier Versuchsreihen mitgeteilt (I bis IV); jede 
derselben umfaßt vier bis sechs Einzelversuche (1, 2, 3 usw.); in 
jeder Versuchsreihe wurden Milch- und Fermentkonzentration sowie 
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ph konstant gehalten; die Einzelversuche einer Versuchsreihe unter- 
scheiden sich dadurch voneinander, daß das Calciumchlorid in ver- 
schiedener Konzentration zugefügt wurde; jeder Einzelversuch bestand, 
wie oben beschrieben, aus einer Anzahl gleichartig mit Puffer, Ferment 
und Milch angesetzter Röhrchen (a, b, c usw.), denen das CaCl, ver- 
schieden lange Zeit nach Beginn der Fermentwirkung zugegeben 
wurde. In den Tabellen sind von jedem Gerinnungsröhrchen zwei 
Zahlen angegeben: 1. unter Ca die Zeit in Minuten vom Beginn 
der Fermentwirkung bis zum CaCl,-Zusatz; 2. unter Gerinnungszeit 
die Zeit in Minuten vom Beginn der Fermentwirkung bis zum Eintritt 
der Gerinnung. 
Abb. 1. Tab. IV. 
Versuchsreihe I; Milch 10fach verdünnt. 
Ferment F.10-?; ph 6,40. 
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Abb. 1. Abb. 2, 


Abb. 2. Tab. V. 
Versuchsreihe II; Milch 30fach verdünnt. 
Ferment F.10-3; ph 6,40. 


Versuch Nr.5. .... 100 Millimol CaCl, 
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Versuchsreihe I und II wurden bei ph 6,40, III und IV bei ph 5,40 
ausgeführt. ph 6,4 wurde gewählt, da bei dieser h das Labferment noch 
gut wirksam ist, während bei etwas höherem ph nach Michaelis und 
Rothstein (14) bereits die Zerstörung durch die OH-Ionen beginnt; bei 
ph 5,4 konnte der Einfluß einer höheren h studiert werden, ohne daß das 
Auftreten einer Säuregerinnung der Milch zu befürchten war. Bei Ver- 
suchsreihe I und III war die endgültige Milchverdünnung lOfach, be 
II und IV 30fach; auch die Ferment- und Calcium-Konzentrationen sind 
in den Tabellen in den endgültigen Konzentrationen angegeben, die nach 
Zusatz aller Bestandteile in den 10 ccm Flüssigkeit des Einzelröhrchens 
vorhanden waren, bei dem Ferment als Verdünnungszahl der Standard- 
lösung F, bei dem CaCl, in Millimol pro Liter. Der Zusatz von Milch. 
Ferment und Calciumchlorid erfolgte in je 1,0 ccm einer 10fach stärkeren 
Lösung. 

Die Versuche waren gut reproduzierbar; bei Wiederholungen änderten 
sich die Gerinnungszeiten in ähnlicher Weise wie bei den mitgeteilten 
Versuchen; nur die absoluten Größen der Gerinnungszeiten zeigten ent- 
sprechend den unvermeidlichen leichten Schwankungen der Ferment- 
konzentration bei neuer Verdünnung der Standardlösung geringe Unter- 
schiede bei verschiedenen Versuchen. 


Die Versuchsreihen T bis IV sind in den Abbildungen 1 bis 4 
graphisch dargestellt; jedem Einzelversuch entspricht eine Kurve; 
die Zeiten vom Beginn der Fermentwirkung bis zum CaCl,- Zusatz 
sind auf der Abszissenachse, und die vom Beginn der Labwirkung 
bis zum Eintritt der Gerinnung auf der Ordinatenachse aufgetragen. 
Jede einzelne Kurve zeigt also an, wie sich ceteris paribus die Ge- 
rinnungszeit änderte, wenn die Zeit vom Beginn der Fermentwirkung 
bis zum Zusatz des CaCl, variiert wurde. Die verschiedenen Kurven 
einer Abbildung unterscheiden sich hinsichtlich der zugrunde liegenden 
Versuchsbedingungen lediglich durch die wechselnde Größe der CaCl; 
Konzentration. 


Abb. 3. Tab. VI. 


Versuchsreihe 111; Milch 10fach verdünnt. 
Ferment F.10-3.1/,; ph 5,37. 
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Abb. 4. Tab. VII. 


Versuchsreihe IV; Milch 30fach verdünnt. 
Ferment F.10-%; ph 5.40. 


Versuch Nr. 16. . . . . 100 Millimol CaCl, 
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Unter den mannigfaltigen Verlaufsformen der Kurven von Ab- 
bildung 1 bis 4 kehrt am häufigsten eine Form wieder, welche 
folgendermaßen zu beobachten ist (vgl. die Kurven 1, 2, 7, 11, 16, 
18, 21, 22): von links nach rechts gelesen beginnen die Kurven mit 
einem Anfangspunkt, der wiederholt den tiefsten Punkt der Kurve 
bildet, und steigen dann mehr oder weniger steil an bis zu einem 
Maximum; die Kurven sinken dann ab bis zu einer Höhe, welche 
häufig über dem Anfangspunkt gelegen ist, zuweilen auch beträcht- 
lich tiefer liegt. Einige Kurven biegen dann ein zweites Mal um 
und verlaufen wieder schräg aufwärts. Diesen Verlauf nehmen in 
den ersten drei Versuchsreihen die Kurven, welche Versuchen mit 
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Abb. 3. Abb. 4. 


mittlerem oder hohem Kalkgehalt entsprechen, in der vierten Reihe 
auch die mit niederem Kalkgehalt. In Abbildung 2 weicht die 
Kurve 5 (mit 100 Millimol Ca- Gehalt) von dem geschilderten Ver- 
laufstypus insofern ab, als der Anfangspunkt schon den höchsten 
Punkt der Kurve darstellt, von dem dieselbe steil abfällt. Denn 
weichen noch in den Abbildungen 1 bis 3 die Kurven mit den 
niedrigsten CaCl,-Zusätzen vom häufigsten Typus ab: sie beginnen 
zwar auf ziemlich tief liegendem Anfangspunkt, steigen dann aber 
mehr oder weniger steil an, halten sich dann weiter auf etwa gleicher 
Höhe, indem sie ohne abzusinken ziemlich parallel zur Abszissenachse 
verlaufen, oder sie entschwinden bei steilstem Anstieg sehr bald aus 
der Abbildung; der absteigende Schenkel fehlt vollkommen. 
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Tabelle IV. 

an 1, a EECH SET 

in Millimel do Liter | BR 100 wm | 50 | 25 | 12,5 
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Versuchsreihe I; Milchverdünnung 10fach. 

Ferment F.10-2; ph 6,40. 

Ca: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung in Minuten bis zum Ca,- 
Zusatz. 

G-7: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung bis zum Eintritt der 
Gerinnung. 






























































Tabelle V. 
Versuch NE cp Te 5 | MIO ER | Is 8 s |» |» E 
EE EE E 

in BROT Liter ie 10 |. | los s Iw el 

Röhrchen [a Ca | G. eZ | coz | Ca | G-Z. | Ca Ca | G.Z. else GA ss | 
ee "rate om Lo | 255] 0 | 2s al nu ` 
Den ër 3 0 > 120| 0,5 ¡0:36 ,0 | 255 17 
Cuts e Lä 29 hb 55,5 Lä 62 | 38 l 1 + 
E 25 14 12 46 12 62 12 | 47 "2| * ¡2 
e, 10 |3 |34 13 o Eli: 
ageet d e 4,5 8 Ja 20 4,58 ¡4 | 51 e oS 
Ma de a 656 | 9516 ` 38 16 | 57 l— = dl 
Das ER 48| SECHER 582 |- — E 
N. —; ,9| 92,922 "10 | 445 —| ——|— 
Ben Eee 
eine — EE E E E ee 
m a Me CA EE WE E 





KEE II; Milchverdünnung 30fach. 
Ferment F.10-3; ph 6,45. 
Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes sición : d 

G-Z: Eintritt der Gerinnunz | in Min. nach Beginn der Fermentwirkung 


* Nach 180 Minuten noch nicht geronnen. 
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Tabelle VI. 

Versuch Nr. | u pon ! vu i M 15 
TE E WI 
in Millimol Gë Liter 100 8 50 "Ces 25 A 12,5 | 6,3 

Röhrchen 1 Ca G TA 18 Ca 62. Ca | GZ. Sëll Ca EH Ca [G-Z 
eege ees SEN E = no mn 
"EEE ı 0 | 38 po sal 0 13 3 | 0 |1451 0 |17 
A | 0138 10 16 1 0 0 |14 | 0 (172 
e. gek E |41 / 15121 [1 ës 15115 |2 |24 
d. reale | 3 |16 p4 2 
e. .1 4,4 | 54,205) 5 | 145" 5 16,3 | 6,3 | 28 
f. 6 18 | 7,4: 17,5) 6 | 145) 6 | 16,7, 8 |29 
ee 8 '39 [10 !155, 7 [13 | 7 |17 ¡10 [30 
iert ip ‚10 134 | 13 14,5 9 971 9 | 16 ¡12 |31 
T 12 23,51 15 | 16,2, 10,2| 10,4 | 10,2| 15 ¿14 [31 
k. 14 | 165) — | — |! — | — || 12 |13 117 |30 
w |17 17,7) — — $ | — i4 | 14312 |31 
Mura O a as o e] a 198: 131 

Versuchsreihe III; Milchverdiinnung 10fach. 

Ferment F.10-3.!/,; ph 5,37. 

Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes ). 5 : 

G-Z: Eintritt der Gerinnung ) in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 

Tabelle VII. 
Versuch Nr. || 16 | 17 | 18 | 19 20 | 21 | 22 
in Millimol | 100 63 50 un 39,8 31,5 25 12,5 
pro Liter | l | l | 
Röhrchen Ca |G. 2 Ca Ca Ca (Goz. Ca SEH Í | Ca (Goz. | Co SCH Ca IG.2. Ca [G+Z. 
| ` il 

a. o 123,3) 0 ¡24,5 0 |24 | o (2371 o |25 | o |225 0 (24 
b. 0 23 | 0 |25 j 0 |24 10 233 0 [2,5 0 23 | 0 |24 
e. 2530 ¡ 2 3851 2 |26 | 2 [32,7 2 |32 | 2 |24 | 2,5 33 
d. A 1545 4 43 , 6 |30 | 4 |365] 4 |36 | 4 (3L5 4 1405 
e... (oe ' 6 (45 | 8 [36,51 6 39 | 6539 | 6 |35 | 6 44 
f....,8,68 | 8 146 10 |39 | 8 413 8540 | 8 |37 | 8 |47 
sg... ¡10 ‚70,510 ¡49,55:12 |37 ¡10 [42,7 10 |42 i10 |39 [10 |51 
h.... 12 74312 ¡50,514 133,512 ¡44 12,4 42 112 141,5/12,8, 54 
i. . 114 '69 14 ¡51 116,5 25,514 44 114 142 (¡14 |43 |14 (56 
k... . 116 165 (16 50 |18 22 [16 (42,516 |42,5 16 ¡46 |16 |58 
1... . 18 ¡60 1'18,5 46 |20 |23 18,5 40 |18 ‚43 (18 |45 18 59 
m . 120 ,49 20 |44, 22 23,5 20 |39 ‚20 ‚43 20,5 42 120,5 57 
n. 22 24,522 |39 '24 126,522 36 |22 4l 5122 EE | 55 
o. '24 127,324 |32 | — | — 124 135 24 39,524 | 36,5 24 |52 
p- 26 129 ,26 |28 | — .— i28 |30 26,5 37,5; 28,5; 32 |26 |48 
q- . 29 |32,7 28 [29 — 30,5, 31,6, 28,5, 31 |30 31 38 ‚43 
r... . |32 325, — | —=— — 134 34,2 30 34 | — | — $30 14] 
EE SC SEENEN 189 Mi Ela 1136: 187 
ti. lee O A A Eeer Ze 3530 





Versuchsreihe IV; Milchverdünnung 30fach. 


Ferment F.10-4; ph 5,40. 
Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes 
G-Z: Eintrittder Gerinnung 
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in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 
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Um zu erkennen, welche Bedeutung den verschiedenen Kurven- 
zügen zukommt, haben wir in Abbildung 5 die Kurven 5, 16 und 9, 
welche den drei Haupttypen der Verlaufsformen entsprechen, in etwas 
anschaulicherer Weise dargestellt. In dieser ist das einzelne Gerinnungs- 
röhrchen nicht als Punkt einer Kurve, sondern als Stab wiedergegeben, 
dessen Länge der Zeit vom Beginn der Labwirkung bis zum Eintritt 
der Gerinnung entspricht. Auf den einzelnen Stäben ist der Zeitpunkt 
des Calciumchloridzusatzes dadurch kenntlich gemacht, daß der Stab 
auf dem Stück schraffiert wurde, welches der Zeit der Fermentwirkung 
in Ca-freier Lösung entspricht. Von der Zeit des Ca-Zusatzes an bis 
zum Eintritt der Gerinnung sind die Stäbe schwarz gehalten. 

Jeder Stab entspricht einem Gerinnungsröhrchen 
I. Versuch 5. | des betreffenden Versuchs; die Länge des Stabes 
II. ,, 16. / entspricht der Gerinnungszeit; schraffiert bedeutet 


ITI. D 9. | Fermentwirkung ohne CaCl,-Zusatz, schwarz 
nech CaCl,-Zusatz. 


Betrachten wir zunächst den häufigsten Kurvenverlauf (Haupt- 
typus) entsprechend Versuch 16 in Abbildung 5. Wird das Calcium- 
chlorid zu Beginn der 
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Abb. 5. 
wenn der Zusatz von CaCl, 


noch später erfolgt, so nimmt die Gerinnungszeit wieder ab und 


erreicht bei Zusatz des CaCl, 22 Minuten nach Beginn der Ferment- 


wirkung mit 24,5 Minuten fast das Minimum der Gerinnungszeit bei 
frühestem Ca-Zusatz von 23 Minuten; je später das CaCl, dann 
weiterhin zugefügt wird, desto kürzer wird die zwischen Ca- Zusatz 
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und Gerinnung liegende Zeit, so daß bei Zusatz des CaCl, nach 
32 Minuten und später die Gerinnung immer sofort nach Zusatz 
des CaCl, eintritt. Versuch 5 (2. Typus) weicht von dem soeben 
geschilderten Versuch dadurch ab, daß die Gerinnungszeit am längsten 
ist bei sofortigem Ca-Zusatz: es kommt in dem gewählten Beob- 
achtungszeitraum überhaupt nicht zur Gerinnung; je später dann 
das. CaCl, zugefügt wird, desto kürzer ist die Gerinnungszeit; 
das Minimum liegt bei Ca-Zusatz etwa 6 Minuten nach Beginn der 
Fermentwirkung. Bei der dritten Verlaufsform der Kurven, die 
durch Versuch 9 in Abbildung 5 dargestellt wird, gerinnt die Flüssigkeit 
bei Zusatz des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung in 23 Minuten; 
wird aber das Ca Cl, nur eine Minute nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefügt, so kommt es innerhalb von 80 Minuten überhaupt nicht 
mehr zur Gerinnung. 

Aus den Abbildungen 1 bis 4 ist ersichtlich, daß die drei Ver- 
laufsformen ineinander übergehend gedacht werden könnnen, wenn 
man sich weitere Versuche mit CaCl,-Konzentrationen ausgeführt 
denkt, die zwischen den für die beiden selteneren Verlaufsformen 
liegen; besonders deutlich wird dies an Abbildung 2, die allo drei 
Verlaufsformen an ihren Kurven aufweist. Es nehmen bei Zusatz 
des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung die Gerinnungszeiten mehr 
und mehr ab, je geringer die zugesetzte CaCl,-Konzentration ist (vgl. 
die auf der Ordinatenachse gelegenen Kurvenpunkte); erfolgt der 
CaCl,-Zusatz erst später, z. B. in der Versuchsreiho II nach 7 
Minuten, so nehmen die Gerinnungszeiten ständig zu, je geringer 
die zugesetzte CaCl,- Konzentration ist (vgl. die senkrecht über 
dem Zeitpunkt 7 Minuten gelegenen Kurvenpunkte). Wir können 
hiernach die beiden selteneren Verlaufsformen als Grenztypen auf- 
fassen, in die der häufigste Typus der Kurven (vgl. Versuch 16, Ab- 
bildung 5) übergeht, wenn die Ca-Konzentration geändert wird, und 
zwar wird der erste Grenztypus (vgl. Versuch 5, Abbildung 5) erreicht 
bei Erhöhung der Ca-Konzentration, der zweite Grenztypus (vgl. 
Versuch 9 in Abbildung 5) dagegen bei Herabsetzung der Ca-Kon- 
zentration. Die Abbildungen 1 und 3 lassen im Prinzip die gleiche 
Betrachtungsweise zu wie Abbildung 2; nur sind zur Erreichung der 
Grenztypen in diesen Versuchsreihen jeweils andere CaCl,-Konzen- 
trationen erforderlich. So wird durch 100 Millimol CaCl, in Ab- 
bildung 1 und 3 noch ein mittlerer Kurvenverlauf herbeigeführt, 
während Abbildnng 2 bei 100 Millimol CaCl,- Gehalt schon den ersten 
Grenztypus aufweist. In Abbildung 1 und 2 wird der zweite Gronz- 
typus schon durch 12,5 Millimol CaCl, erreicht; in Abbildung 3 ist 
dieser dagegen bei 6,3 Millimol CaCl,-Gehalt höchstens angedeutet. 
In Abbildung 4 kommen nur mittlere Verlaufsformen zur Beobachtung; 

4* 
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es tritt jedoch bei abnehmendem CaCl,-Gehalt eine gewisse Annäherung 
an den zweiten Grenztypus auf (vgl. Kurve 18). Bei den gewählten 
Konzentrationen des CaCl, ist ferner bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung eine Zunahme der Gerinnungszeit noch nicht zu 
erkennen bei erhöhter Ca-Konzentration. Wir konnten uns jedoch 
überzeugen, daß bei noch stärkeren CaCl,-Konzentrationen (z. B. 
200 Millimol) auch hier eine Verlängerung der Gerinnungszeit eintritt. 


Tabelle VIII. (Abb. 6. 





















































Versuch Nr. | 23 | 24 | 25 | 26 
u Ca Cl, -> l Mi Mee ATEOS | l 
in Millimol pro Liter f 100 | 50 | 25 | 12,5 
Róhrchen | Ca | GZ. | CZ E Gl ic Lee 
A SE e ` Ze a a A Be a O E er N ee A A = - ger E — 
E E eg o isa io 500 17 o 16 
IEEE 'O |47; 0 '16 | 0 ' 175" 0 165 
tds E o ar 1 15/43 | 15 2251 1 5 : 1 80 
AE 22 | 32 | 25; 25 ' 2 ap 8 
E A 43 | 15 | 4 | 27,5 | 33 ' 57 | 10 98 
e re reg 6 s "6 28 5 60 | 15 1% 
Be E E a | 8 86 8 35 7 ,64 ' | 
A 95 | 98 ¡10 | 30,5 | 10 ; 68,5 | 
As acera = A ve 2 1.27 7143.76 
CES | — [| — 15121 118 |78 
la eo e [1-13 17 123 . 84 
De e Ä ziel 18,5 | 32 | 83 
Moi de as dea Il 120 19202" 43 6 
Verruchsreihe V; Milchverdünnung 30fach. 
Ferment F.10-31/,; ph 6,00. 
Tabelle IX. (Abb. 7. 
Versuch Nr. | ES | 28 E 29 | 30 
A DI E AN 
in Millimol pro Liter | 100 | 50 | 25 | 12,5 
Röhrchen | Ca | ol Ca | 62 | Ca | G..Z | Ca | G-Z 
Bo aaa. 0 34 0119 on o r 
Deanna ege 034; 0.19 | 0 |165|] 0 12 
EEGEN 2,43 | 2 25, 2 2A yl 21 
A 4 46 . 3 | 295! 4 |! 225' 2 : 2% 
Bu y Pa 6,3735, 5: 295' 7 | 22 45 41 
EA 8 a 7128 10 18 | 7 5 
A O 10295 9 45 135 15 9 58 
ee pda ss dodo |12 27 1 10 225' 16 162" 13 e 
Dl a Bere an el 115. 23 (14,18 =>; —= | 17 64 
A: 17.51 20 116,18; = | - | -,- 
¡AR "00 EA EE — 


Versuchsreihe VI; 10fach verdünnte natürliche Milch. 
Ferment F.10-3*7,; ph 5,71. 
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In den Tabellen VIII und IX werden dann noch zwei Versuchs- 
reihen mitgeteilt, die bei einer A angestellt wurden, die zwischen der 
h der bisher geschilderten Versuche (ph 6,4 und 5,4) liegt. Versuchs- 
reihe V wurde bei ph 6,0 und Versuchsreihe VI bei ph 5,7 angesetzt. 
In Versuchsreihe V war die Milchverdünnung 30fach, bei VI 10fach; 
außerdem ist es wichtig zu bemerken, daß Versuchsreihe VI mit 
natürlicher Milch und nicht mit der sonst verwendeten Milchpulver- 
lösung durchgeführt wurde. Da sich auch diese Versuchsreihe den 
übrigen gut einfügt, ist der Schluß berechtigt, daß mit natürlicher 
Milch dieselben Resultate gewonnen werden können, wie wir sie mit 
dem Milchpulver erhalten haben. Die Versuchsreihen V und VI sind 
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Abb. 6. Abb. 7. 


Die Nummern der Kurven entsprechen den Nummern der Versuche. 


in Abbildung 6 und 7 graphisch dargestellt (Ausführung wie bei 
Abbildung 1 bis 4). Der Verlauf der Kurven bietet im Vergleich 
mit denen der Versuchsreihen I bis IV im allgemeinen nichts Neues: 
Nur liegt der Ca-Gehalt, bei dem die beiden Grenztypen erreicht 
werden, bei einer etwas anderen Konzentration. So wird in Ab- 
bildung 6 der erste Grenztypus bei einem CaCl,-Gehalt von 100 Millimol 
noch nicht erreicht; die Kurve 23 hält also ungefähr einen mittleren 
Verlauf inne zwischen Kurve 5 und 15 und steht dabei Kurve 5 näher; 
es entspricht dies dem Umstand, daß sich diese drei Versuche lediglich 
durch ihre A unterscheiden (in den Versuchen 5, 15 und 23 ist bzw. 


ph 6,4, 6,0 und 5,4). In Abbildung 7 nähert sich die Kurve 30 schon ` 


mehr dem zweiten Grenztypus; auch dies entspricht dem in der 
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für einen Moment über den Flüssigkeitsspiegel heraufgezogen. Bei 
diesem Vorgehen wird die Gerinnungstemperatur durch die Erwärmung 
während 15 bis 45 Sekunden je nach Höhe der betreffenden Temperatur 
erreicht, und es gelingt bei einiger Übung leicht, die Gerinnungs- 
temperatur zu bestimmen mit einer Fehlerbreite von nur etwa 3 
trotz des ziemlich groben Verfahrens. Diese Genauigkeit genügt, wie 
die Versuche zeigen, für unsere Fragestellung. Die Einzelheiten des 
Versuchs zeigt folgendes Beispiel: 


Versuch 31. 


Es werden für jede der sieben in Tabelle X aufgeführten Mischungen 
(Nr. 1 bis 7) drei Röhrchen angesetzt, und zwar a) zur Herstellung der 
gelabten Milch, b) für die ungelabte und c) als Kontrolle zur Bestimmung 
der zur vollständigen Labung von a) nötigen Zeit: 
a) 2,0 ccm Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua deet -+ 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-? 

b) 2,0 ccm Regulator ph 6,40 + 6,0 Aqua dest. + 1,0 Milch. 

c) 2,0ccm Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-3 + 1,0 CaCl, 0,5 mol. 

Bei Eintritt der Gerinnung in c) wird von a) die in Tabelle X an- 
gegebene Menge (bzw. Nr. 1 bis 7 unter gelabter Milch) in ein Röhrchen 
gegeben, welches schon mit der zugehörigen Menge CaCl,-Lósung und 
ungelabter Milch b) beschickt ist; darauf wird sofort die Gerinnungstempe- 
ratur auf die oben angegebene Weise bestimmt. Die in a) und b) angesetzten 
Mengen reichen hin zur Herstellung von zwei gleichartigen Mischungen; 
ihre Gerinnungstemperaturen sind in der Tabelle X unter A aufgeführt; 
die Zahlen unter B sind auf dieselbe Weise gewonnen mit der einzigen Ab- 
weichung, daß die Röhrchen a) noch 10 Minuten nach Gerinnung von c) 
stehen gelassen wurden vor Ansatz der Mischung a) + b), und dem fol- 
genden Erwärmen. Die Gerinnungszeit in den c)-Röhrchen betrug 20 
Minuten. | 








Tabelle X. 
Gerinnungstemperatur der Mischungen von gelabter und ungelabter Milch. 
Ansatz der Mischungen ! | Gehalt an Gerinnungstemperatur 
Nr. |. Aa |" Labmilch er ar = SE 
 CaCl Milch i Get 
EE 0,5 mol | ungelabt | gelabt | j “io e 8 = i | a i 
1105 | 45 00:0 680 690 = = 
2 ¡ 05 | 36 09 , 20 | 660 650 640 64° 
3:05 2,7 18 | 40 540 560 510 520 
4 | 0,5 Lë 27 o 450 460 440 440 
5 0,5 | 0,9 3680 | 380 360 350390 
6 | 05 0,45 | 405 | 90 350 340 320 gl 
7 | 05 | 000 | 450 ¡ 100 | 210 | 210 ; än 2P 





Der Versuch 31 zeigt, daß Mischungen von gelabter und un- 
gelabter Milch nach CaCl,-Zusatz eine charakteristische ‚‚Gerinnungs- 
temperatur“ aufweisen, die sich auf die angegebene Weise mit aus- 
reichender Genauigkeit bestimmen läßt. Die Zahlen unter B sind 
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nur wenig kleiner als die unter A; es kann hiernach angenommen 
werden, daß in der Gerinnungszeit von c auch in den Ca-freien 
a-Röhrchen die fermentative Umwandlung des Caseins praktisch be- 
endet war. 

Dieser Versuch berechtigt ferner zu der Annahme, daß auch die 
während der Labwirkung auf die Milch jeweils vorhandenen natür- 
lichen Mischungen von Casein und Paracasein eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur aufweisen. Nach dieser Auffassung wäre die 
Höhe der Gerinnungstemperatur in einem bestimmten Zeitpunkt eines 
Labungsversuches lediglich auf den Grad der Umwandlung des Caseins 
zu beziehen, d.h. auf die Vorgänge in der ersten Phase der Labung. 
Wir müssen uns aber fragen, ob außer diesem Faktor des Mischungs- 
verhältnisses Casein zu Paracasein auch noch andere Einflüsse, die 
möglicherweise nur mit der zweiten Phase der Gerinnung etwas zu 
tun haben, einen Einfluß auf die Temperatur der Gerinnung ausüben. 
In dieser Richtung mußte zunächst der Einfluß einer Änderung der 
CaCl,-Konzentration einer Prüfung unterzogen werden. Versuch 32 
zeigt die Höhe der Gerinnungstemperatur bei verschiedenem CaCl,- 
Gehalt zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung. 


Versuch 32. 


Es werden nacheinander eine Reihe von Gerinnungsversuchen an- 
gesetzt nach folgender Anordnung: 2,0 ccm Regulator ph 6,35+ 5,0 Aqua 
dest. + 1,0 Ferment F.10-3 + 1,0 Milch. 

Jeweils 5, 10 und 15 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung wird 
1,0 ccm einer CaCl,-Lösung zugegeben, deren Gehalt zwischen */¿, Il, 1⁄2 und 
1j molar variiert wurde. Nach dem CaCl,-Zusatz werden die Röhrchen in 
das Wasserbad von 80° zur Bestimmung der Gerinnungstemperatur ge- 
bracht; diese wird in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle XI. 


Tabelle XI. 


Gerinnungstemperaturen zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung 
bei verschiedenem CaCl,-Gehalt. 





| E 





























Min. | nach Zusatz der Ca Cl,» Lösung 
A oo II. | m 
Dauer d. Fermentwirkg. | 5 640 540 480 430 
bis zum | 10 610 500 430 390 
Ca-Zusatz und Erhitzen |; 15 530 43° 370 340 





Der Versuch lehrt, daß die Gerinnungstemperatur in gleichen 
Stadien der Fermentwirkung oder, wie man wohl sagen darf, bei 
gleichen Mischungen von Casein und Paracasein von dem Ca-Gehalte 
der Lösung in hohem Grade abhängig ist; je höher die CaCl,-Konzen- 
tration ist, desto niedriger ist die Gerinnungstemperatur. Als Deutung 
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wieder; diese nehmen mit steigendem Ca-Gehalte der Lösung ab; bei 
30fach verdünnter Milch sind die Gerinnungstemperaturen durchweg 
beträchtlich höher als bei 10facher Milchverdünnung; der Kurven- 
verlauf ist bei lOfacher Verdünnung ziemlich geradlinig, d. h. die 
Abnahme der Gerinnungstemperatur ist ungefähr der Zunahme des 
Paracaseingehaltes proportional. Bei 30facher Verdünnung der Milch 
ist jedoch zunächst die Abnahme der Gerinnungstemperatur im Ver- 
gleich zur Zunahme des Paracaseins gering; erst wenn das Paracasein 
auf 60%/, angewachsen ist, setzt eine stärkere Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur ein. Die bei 30facher Milchverdünnung gewonnenen 
Kurven verlaufen daher gekrümmt. Diese Befunde können vielleicht 
mit dem verschiedenen Verhalten der Schutzwirkung des Caseins auf 
das Paracasein bei verschiedenen Milchverdünnungen gedeutet werden. 
Die einzige Versuchsbedingung, welche die Kurven der Abbildung 9 
von denen der Abbildung 8 unterscheidet, ist die, daß die Flüssigkeiten 
bei den Bestimmungen der Abbildung 9 ein ph 5,45 (gegen ph 6,40 
der Abbildung 8) aufwiesen. Die Abbildung 9 bietet nur in einem 
Punkte eine wesentliche Abweichung im Vergleich mit Abbildung $; 
während bei dieser von den Kurven mit gleicher Milchverdünnung 
die dem höchsten CaCl,-Gehalte entsprechende am tiefsten liegt, 
also die niedrigsten Gerinnungstemperaturen aufweist, haben in der 
Abbildung 9 Kurven mit mittlerem CaCl,-Gehalt die tiefste Lage, 
und die Kurven mit niedrigerem oder mit höherem CaCl,- Gehalte 
liegen höher. Bei lOfacher Milchverdünnung (und ph 5,45) ist die 
Gerinnungstemperatur der Lösungen mit verschiedenen Umwandlungs- 
zahlen am niedrigsten bei dem CaCl,-Gehalt von 25 und 50 Millimol 
pro Liter; bei 30facher Milchverdünnung haben die Lösungen mit 
50 Millimol CaCl, das Minimum der Gerinnungstemperatur, und 
sowohl bei 25 wie bei 100 Millimol CaCl, sind die Gerinnungs- 
temperaturen wieder höher. Vielleicht darf man daran denken, daß 
dieee Abweichungen der Abbildung 9 von den Kurven der Abbildung 8 
damit zusammenhängen, daß das Paracaseincalcium bei ph 5,45 
nicht mehr ganz unlöslich ist. 

Mit Hilfe der Abbildungen 8 und 9 ist es möglich, die Gerinnungs- 
temperaturen eines Labungsversuches als Umwandlungszahlen aus- 
zudrücken, wenn die Bedingungen des Versuches den in den Ab- 
bildungen 8 und 9 vorkommenden entsprechen. Mit Hilfe der so 
erhaltenen Umwandlungszahlen lassen sich Versuche bezüglich des 
Ganges der Fermentwirkung direkt vergleichen, die in Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph voneinander abweichen. Es sei noch be- 
merkt, daß die Bestimmungen von Versuch 34 (Abbildung 9) keine 
Anhaltspunkte ergeben, daß eine, wie oben erwähnt, möglicher- 

a geringere Zerstörung des Fermentes bei höherer A die Fest- 
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stellung der Gerinnungstemperaturen bei dieser höheren A beein- 
trächtigte. 

Wir sind endlich noch imstande dadurch, daß wir an Stelle der 
Gerinnungstemperatur die zugehörige Umwandlungszahl setzen, die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung leicht zu übersehen und zu 
studieren. 

Ergebnis: 1. Es wird gezeigt, daß es praktisch durchführbar ist, 
den Ablauf der Fermentwirkung mit Hilfe der Bestimmung von Ge- 
rinnungstemperaturen zu verschiedenen Zeiten der Fermentwirkung 
zu verfolgen. 

2. Jeder Casein-Paracaseinmischung kommt eine bestimmte Ge- 
rinnungstemperatur zu, wenn CaCl,-Gehalt, Milchverdünnung und ph 
konstant gehalten werden. 

3. Bei ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur einer bestimmten 
Mischung von gelabter und ungelabter Milch um so höher, je geringer 
der CaCl,-Gehalt und je größer die Milchverdünnung ist; bei ph 5,40 
weisen mittlere CaCl,-Konzentrationen ein Minimum der Gerinnungs- 
temperatur auf, diese steigt auch kei ph 5,40 mit dem Grade der 
Milchverdünnung. 

4. Bezeichnet mar den Gehalt einer bestimmten Casein-Paracasein- 
mischung an Paracasein in Prozenten der Gesamtmischung als Um- 
wandlungszahl, so ist die Umwandlungszahl in Gerinnungsversuchen 
bestimmbar durch die Gerinnungstemperatur, wenn an künstlichen 
Mischungen von gelabter und ungelabter Milch die Gerinnungs- 
temperaturen bei Variation von Ca-Gehalt, Milchverdünnung und p} 
festgelegt werden. 

5. Bei Wiedergabe der Gerinnungstemperaturen als Umwandlungs- 
zahlen können Labungsversuche, die bei verschiedenem Ca-Gehalte und 
anderer Milchverdünnung angestellt wurden, direkt miteinander hinsicht- 
lich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Auf diese Weise 
kann die Geschwindigkeit der Fermentwirkung untersucht werden. 


b) Versuche. 

(Inhalt: Es wird gezeigt, daß das Calcium bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung diese beschleunigt oder verlangsamt, je nach der an- 
gewandten Konzentration. Bei späterem Zusatz während der Ferment- 
wirkung bewirkt das Calcium stets eine Verzögerung im Absinken der 


Gerinnungstemperaturen, was als verlangsamte Entstehung des Para- 


caseincalciums gedeutet werden kann.) 


Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daß folgende Bestand- | 


teile der Reihe nach in ein Becherglas gegeben wurden: 
16,0 ccm Regulator (ph 6,40 bzw. 5,40). 
40,0 ,, Aqua dest. 
80 ,, Ferment. 
80 ,, Milch (!/, bzw. */,). 


i 
| 


| 
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Hierzu wurde zu dem in den Versuchen angegebenen Zeitpunkt 8,0 ccm 
CaCl,-Lósung von der in der betreffenden Tabelle angegebenen Konzen - 
tration hinzugefügt und sogleich nach dem CaCl,-Zusatz und gutem Ver- 
mischen die gesamte Flüssigkeit auf Reagenzgläser in Proben von je 5,0 ccm 
verteilt; mittels je einer dieser Proben wurde zu den in den Versuchen 
angegebenen Zeiten die Gerinnungstemperatur bestimmt unter Beachtung 
der im vorhergehenden Abschnitt gegebenen Anweisungen. 

In den Tabellen XIV, XV, XVI und XVII sind die Daten von 
derartigen Versuchen mitgeteilt; diese sind in den Abbildungen 10 
bis 15 graphisch dargestellt. Die Kurven der Abbildung 10 stellen 
die Analyse von drei charakteristischen Kurvenpunkten der Kurve 2 
in Abbildung 1 dar, und zwar die mit dem CaCl,-Zusatz 0, 6 und 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. In dem schräg nach 
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ddr ii PER rada H H Bé eeng Gate a er 
erinnungs e: j er lung nngs.-1emp. 
set Beginn > fermenteinwirkung (vom Beginn der Fermentwirkung an gerechnet) 
Abb. 10. Abb. 11. 


unten abwärts gerichteten Kurvenverlauf kommt die Abnahme der 
Gerinnungstemperaturen während der Fermentwirkung und damit der 
Fortschritt derselben zum Ausdruck; der ziemlich geradlinige Abfall 
der Kurve a in Abbildung 10 deutet auf eine mit annähernd gleich- 
mäßiger Geschwindigkeit ablaufende Fermentwirkung. In diesem 
Falle war das CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung zugesetzt; wird 
das Calcium erst später zugefügt, so ergeben sich die Kurven b und e: 
in diesen liegt zunächst der Anfangspunkt höher als die Kurve a, 
und zwar um 5 bis 7°; dies muß dahin gedeutet werden, daß das 
Ferment ohne die Gegenwart von CaCl, langsamer gewirkt hat. Sodann 
erfolgt der Abfall der Kurven b und c allmählicher als der von a, 
d.h. die Abnahme der Gerinnungstemperatur ist in gleichen Zeit- 
abschnitten bei b und e geringer als bei a. Wie im vorausgehenden 
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Tabelle XIV. (Abb. 10.) 
Analyse der Fermentwirkung I. 
a SS | zu 
a b 
a Jo da 
Zeit des Zusatzes” i dé 6' | 
Probe Nr. lo ze ` GT. Loy GT | z 
Sur mei Erg sm men == A A PA A 1 Er AA = A Nan 
1 | 2 640 | 7 520 11 
2 "004 58 | 8 ' 49 12 
3 I 6 48 | 9 14 14 
4 | 7 42 1,6 17 
5 h 9 39 | 145 ' 39 19 
6 ı 11 35 + 17 äm, 21 
7 I 13 | 31 4 20 — 355 24,5 
8 I 16 | 26 | 23 | 34 | 27 
9 I 7 23 | 265 31 1 25 
10 | ne = 29 1 28 | — 
11 Ge lm mi — 
Versuch 35 


Milchverdünnung 10fach; Ferment F.10-3; ph 6,40. 
Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 


* Seit Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 


Tabelle XV. (Abb. 11 und 14.) 
Analyse der Fermentwirkung II. 
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een 
km aw "10 | 100 25 | 25 | 25 
po 2, a e AU ` N 
Zeitd.Zusatzes 0 Le poe | eh wi» 
Probe Nr. | Ze [or z reach Z GT. | Z IGT|Z Get Z er 
= are Be A a 2 q A E SE EE k 
1 1 (66 | 15 06 | 7,5] oo 1'689 ill ve 122 |45 
2 4 |53 | 45/60 1 9 47 1 4 a 145.43 25 |40 
3 |7 (45/18 15611 |43)7 |41 17 41 "28 |38 
4 ;10 [40 ¡11 |5214 |43 '10 34:20 36 131 |37 
5 14 34 14 [48 ¡17 |42 |115 30 '23 33 35 '365 
6 116 ¡(315/17 | 44 ,23 |40 ¡13 ' 22 ¡27 32 '40 |35 
7 (18 |29 (23 | 37 129 |39} — 20 '30 45 3l 
8 195122 ,27 |36 '36 |35 | — ,— “32 ¡29 4 |2% 
9 | — | — "30,5| 34 83 | 31 ,— — 33 22 |545 22 
10  }— | —:36 |32 ¡49 [28 —- —¡—=!l= ,-— 
1o | -— |! 40 30 525 2%: — -- == — 
12 1 435) 22 Bee a, E 
Ii N | 
Versuch 36. 


Milchverdünnung 10fach; Ferment F.10-3; ph 6,40. 
Z= Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Nach Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
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Abschnitt dargelegt wurde, ist die Änderung der Gerinnungstemperatur 
innerhalb einer bestimmten Zeit in diesem Falle ein Maß für die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung. Wir müssen demnach schließen, 
daß die Geschwindigkeit der Fermentwirkung geringer ist, wenn das 
CaCl, später zugesetzt wird als bei Zusatz zu Beginn der Ferment- 
wirkung. 

In Abbildung 11 stellen die Kurven b und c die Analyse von 
Punkten der Kurve 1 in Abbildung 1 dar; im Vergleich mit den 
Kurven der Abbildung 10 besteht hier der Unterschied, daß der 
Anfangspunkt der Kurve c mit späterem Ca-Zusatz etwas tiefer liegt 
als die Kurve b, welche die Fermentwirkung bei Zusatz des CaCl, zu 
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Abb. 12. Abb. 13. 


Anfang der Labwirkung zur Anschauung bringt; dieser Unterschied 
kann nur damit in Zusammenhang gebracht werden, daß hier die 
Menge des zugesetzten CaCl, doppelt so groß ist wie im vorigen 
Versuch. Während dort angenommen wurde, daß bei Kalkzusatz 
von Anfang an das Ferment schneller gewirkt hatte als ohne CaCl,, 
kann dieser Befund hier so gedeutet werden, daß bei Zusatz der 
doppelten Menge CaCl, das Ferment langsamer wirkt als ohne CaCl,. 
Wir hätten es demnach bei Kurve b der Abbildung 10 mit einer 
Verlangsamung der Fermentwirkung bei hoher Kalkkonzentration von 
Anfang der Labwirkung an zu tun. Wird nun aber diese hohe 
Kalkkonzentration erst 6 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefügt (Kurve c), so tritt, nachdem anfänglich das Ferment schneller 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 5 
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Mitte gelegenen ph 5,7 als einziger unterscheidender Versuchsbedingung 
im Vergleich mit den Versuchen 9 und 22. 

Ergebnis: Wird das Calciumchlorid nicht zu Beginn der Ferment- 
wirkung, sondern erst später zugefügt, so ist die Gerinnungszeit ver- 
längert; bei noch späterem CaCl,-Zusatz nimmt die Gerinnungszeit 
wieder ab. Mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Ge- 
rinnungszeit zu bei Zusatz gleich zu Beginn der Fermentwirkung; 
mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Gerinnungszeit ab 
bei Zusatz des CaCl, gegen Ende der Fermentwirkung. 


8. Analyse des Ganges der Fermentwirkung durch Feststellung 
von Gerinnungstemperaturen (insbesondere bei varliertem Calciumzusatz). 


a) Methodisches. 

(Inhalt: 1. Es wird erörtert, woraaf sich die Möglichkeit der Analyse 
der Fermentwirkung mittels ‚„‚Gerinnungstemperaturen‘ gründet. — 2. Be- 
stimmung der Gerinnungstemperaturen an Mischungen von gelabter und 
ungelabter Milch. — 3. Der Einfluß des Calciums auf die Gerinnungs- 
temperatur. — 4. Bestimmung der Gerinnungstemperatur für -bestimmte 
„Umwandlungszahlen‘‘ bei Variation von Kalkgehalt, Milchverdünnung 
und ph.) 

Die von Arthus und Pagés (2) festgestellte Änderung der Hitze- 
gerinnbarkeit der Milch während der Labwirkung könnte zur Ver- 
folgung der fermentativen Umwandlung des Caseins etwa folgender- 
maßen zur Anwendung kommen: Nach Zusatz des Ferments werden 
der Milch zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen; diese werden 
im Wasserbad von höherer Temperatur so weit erwärmt, bis Gerinnung 
eintritt; die Temperatur der Milchprobe, bei der die Gerinnung ein- 
tritt, wird notiert. Die Annahme, daß es auf diese Weise möglich 
sei, durch die festgestellte Temperaturhöhe den augenblicklichen Stand 
des bei Zimmertemperatur ablaufenden Umwandlungsvorganges zu 
charakterisieren, hat zur Voraussetzung, daß in der Zeit vom Beginn 
der Erwärmung bis zum Eintritt der Gerinnung eine nennenswerte 
Veränderung am Casein nicht mehr erfolgt, bzw. daß eine etwa noch 
stattfindende Umwandlung ohne wesentliche Beschleunigung vor sich 
geht, so daß die kurze Zeit der Erwärmung auf die betreffende 
Temperatur gegen die bereits vorhandene Zeit der Caseinumwandlung 
nicht in Betracht kommt. Ferner ist natürlich Voraussetzung, daß 
in jedem Zeitpunkt des fermentativen Prozesses eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden 
kann. Die erste Vorbedingung kann nach der vorliegenden Literatur 
als erfüllt angesehen werden. Nach Bang (10) wird das Labferment 
bereits bei 40° zerstört, und zwar nach van Dam (6) durch die Wirkung 
der OH-Ionen. Diese Anschauung fand eine Bestätigung durch 
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Michaelis und Rothstein (14), welche die Zerstörung des Fermentes 
durch O H-Ionen mit verbesserter Metnodik untersuchten. Temperatur- 
erhöhung bewirkt nach diesen Autoren dasselbe wie Alkalisierung, 
nämlich eine Vermehrung der OH-Ionen, welche das Ferment mit 
einer Geschwindigkeit zerstören, welche proportional ist der vierten 
Potenz der OH-Ionenkonzentration. Da bei Zimmertemperatur die Zer- 
störung des Ferments bereits etwa bei ph 6,5 beginnt, muß angenommen 
werden, daß bei ph 6,4 die Zerstörung ebenfalls schnell stattfindet, 
wenn die fermenthaltige Flüssigkeit auf höhere Temperatur erwärmt 
wird. Denn hierdurch tritt eine sehr in Betracht zu ziehende Ver- 
mehrung der OH-Tonen ein [vgl. Michaelis (15). Ob bei einer 
höheren h, z. B. ph 5,4, eine in gleichem Maße stattfindende Zerstörung 
des Ferments beim Erwärmen auf höhere Temperatur erwartet werden 
kann, muß zumindest als fraglich bezeichnet werden. Vermutlich 
liegt die Temperatur, bei der die Zerstörung beginnt, höher als im 
ersten Falle ?). 

Die erwähnte zweite Vorbedingung, daß die für einen bestimmten 
Umwandlungsgrad charakteristische Gerinnungstemperatur mit ge- 
nügender Genauigkeit bestimmt werden kann, ist einer experimentellen 
Prüfung leicht zugänglich. Dies zeige folgender Versuch: Die Milch 
wird unter Regulatorzusatz verdünnt, die eine Hälfte a mit Ferment, 
die andere b mit einer gleichen Menge Wasser versetzt. Der Ab- 
schluß der fermentativen Umwandlung des Caseins zu Paracasein wird 
zu dem Zeitpunkt angenommen, wenn in einer ebenso wie a zu- 
sammengesetzten Lösung mit zu Beginn der Fermentwirkung er- 
folgtem Zusatz von 50 Millimol CaCl, Gerinnung eingetreten ist. Nach 
Ablauf dieser Zeit wird die gelabte mit der ungelabten Milch in 
einem bestimmten Verhältnis gemischt, sodann CaCl, zugefügt und 
die Mischung (5,0 in einem Reagenzglase) im Wasserbad von 75 bis 
80’solange erwärmt, bis Gerinnung auftritt; die Flüssigkeit im Reagenz- 
glase wird während der Erwärmung mit einem Thermometer (Ein- 
teilung in halbe Grade genügt) stark gerührt und die Temperatur 
bei der Gerinnung abgelesen; es ist zweckmäßig, das Reagenzglas 
schon aus dem Wasserbade zu entfernen, wenn das Thermometer 
noch eine Temperatur zeigt, die 5 bis 7° unter der zu erwartenden 
Gerinnungstemperatur liegt; die Temperatur steigt dann auch außer- 
halb des Wasserbades noch um einige Grade an; es wird so eine zu 
starke Erwärmung verhütet; tritt dann die Gerinnung noch nicht 
alsbald ein, so wird das Reagenzglas für einige Sekunden in das 
Wasserbad zurúckgebracht; zur Erkennung des Beginns der Flóckchen- 
bildung wird das Thermometer am besten nach vorheriger Ablesung 


1) Vgl. hierzu auch Fuld, Le: Morgenroth, l. c. 
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Versuchsreihe I und II wurden bei ph 6,40, III und IV bei ph 5,40 
ausgeführt. ph 6,4 wurde gewählt, da bei dieser h das Labferment noch 
gut wirksam ist, während bei etwas höherem ph nach Michaelis und 
Rothstein (14) bereits die Zerstörung durch die OH-Ionen beginnt; bei 
ph 5,4 konnte der Einfluß einer höheren h studiert werden, ohne daß das 
Auftreten einer Sáuregerinnung der Milch zu befürchten war. Bei Ver- 
suchsreihe I und III war die endgültige Milchverdünnung 10fach, bei 
II und IV 30fach; auch die Ferment- und Calcium-Konzentrationen sind 
in den Tabellen in den endgültigen Konzentrationen angegeben, die nach 
Zusatz aller Bestandteile in den 10 ccm Flüssigkeit des Einzelröhrchens 
vorhanden waren, bei dem Ferment als Verdünnungszahl der Standard- 
lösung F, bei dem CaCl, in Millimol pro Liter. Der Zusatz von Milch, 
Ferment und Calciumchlorid erfolgte in je 1,0 ccm einer 10fach stärkeren 
Lösung. 

Die Versuche waren gut reproduzierbar; bei Wiederholungen änderten 
sich die Gerinnungszeiten in ähnlicher Weise wie bei den mitgeteilten 
Versuchen; nur die absoluten Größen der Gerinnungszeiten zeigten ent- 
sprechend den unvermeidlichen leichten Schwankungen der Ferment- 
konzentration bei neuer Verdünnung der Standardlósung geringe Unter- 
schiede bei verschiedenen Versuchen. 


Die Versuchsreihen T bis IV sind in den Abbildungen 1 bis 4 
graphisch dargestellt; jedem Einzelversuch entspricht eine Kurve; 
die Zeiten vom Beginn der Fermentwirkung bis zum CaCl,- Zusatz 
sind auf der Abszissenachse, und die vom Beginn der Labwirkung 
bis zum Eintritt der Gerinnung auf der Ordinatenachse aufgetragen. 
Jede einzelne Kurve zeigt also an, wie sich ceteris paribus die Ge- 
rinnungszeit änderte, wenn die Zeit vom Beginn der Fermentwirkung 
bis zum Zusatz des CaCl, variiert wurde. Die verschiedenen Kurven 
einer Abbildung unterscheiden sich hinsichtlich der zugrunde liegenden 
Versuchsbedingungen lediglich durch die wechselnde Größe der CaCl,- 


Konzentration. 
Abb. 3. Tab. VI. 


Versuchsreihe III; Milch 10fach verdünnt. 
Ferment F.10-3.1/,; ph 5,37. 


Versuch Nr. 11. . . . . 100 Millimol CaCl, 
= en T2 ee, ue BI 5 >. 
ab e I Ce ém. 320 e E 
e > Taos Bee 12,5: u i 
i a Tox ei g-a ek: y Se 


Abb. 4. Tab. VII. 


Versuchsreihe 1V; Milch 30fach verdinnt. 
Ferment F.10-%; ph 5.40. 


Versuch Nr. 16. .... 100 Millimol CaCl, 
m ss e 50 ge Sé 
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Unter den mannigfaltigen Verlaufsformen der Kurven von Ab- 
bildung 1 bis 4 kehrt am häufigsten eine Form wieder, welche 
folgendermaßen zu beobachten ist (vgl. die Kurven 1, 2, 7, 11, 16, 
18, 21, 22): von links nach rechts gelesen beginnen die Kurven mit 
einem Anfangspunkt, der wiederholt den tiefsten Punkt der Kurve 
bildet, und steigen dann mehr oder weniger steil an bis zu einem 
Maximum; die Kurven sinken dann ab bis zu einer Höhe, welche 
häufig über dem Anfangspunkt gelegen ist, zuweilen auch beträcht- 
lich tiefer liegt. Einige Kurven biegen dann ein zweites Mal um 
und verlaufen wieder schräg aufwärts. Diesen Verlauf nehmen in 
den ersten drei Versuchsreihen die Kurven, welche Versuchen mit 
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Abb. 3. Abb. 4. 


mittlerem oder hohem Kalkgehalt entsprechen, in der vierten Reihe 
auch die mit niederem Kalkgehalt. In Abbildung 2 weicht die 
Kurve 5 (mit 100 Millimol Ca-Gehalt) von dem geschilderten Ver- 
laufstypus insofern ab, als der Anfangspunkt schon den höchsten 
Punkt der Kurve darstellt, von dem dieselbe steil abfällt. Denn 
weichen noch in den Abbildungen 1 bis 3 die Kurven mit den 
niedrigsten CaCl,-Zusátzen vom häufigsten Typus ab: sie beginnen 
zwar auf ziemlich tief liegendem Anfangspunkt, steigen dann aber 
mehr oder weniger steil an, halten sich dann weiter auf etwa gleicher 
Höhe, indem sie ohne abzusinken ziemlich parallel zur Abszissenachse 
verlaufen, oder sie entschwinden bei steilstem Anstieg sehr bald aus 
der Abbildung; der absteigende Schenkel fehlt vollkommen. 
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Tabelle IV 
Versuch Nr. | 1 | 2 | 3 | 4 
in n Mitimol d pro Liter | 100 | 50 | 25 | 125 
Röhrchen „| Ca Ca jo GZ. d | G.Z. zuz. | Ca | G-Z. | Ca | oz 
een it I o |5 | 0 | 16 |o |2"'0 
Da rosa | 0O | 49 | 0 | 16 0 21 0 
rohen | 2 | 59 2 |28 2 | 45 | 2 
SE , 5 | 62 | 4 29 4 48 5 
FO EEE 6 | 63 6 ap 7 | 66 | — 
Did ao | 8. | 55 | 8 | 33 ¡10 69 + — 
Dee ¡10 | 49 į 10 , 325,15 | 72 ¡ — 
AS | 145 | 39 | 12 2 176 | — 
EE | 20 | 34 | 14 | 295 295| 80 | — 
"A | 26 135 | 16 | 29 ¡31 | 80 ¡ — 
A: au ` 35 | 20 1 285,35 | 79 | — | 
me, 37 ' 3731 22 |27 : 45 | 76 | — | — 
a o pais ee —  — [2 |28 50 | 76 |! — | - 
a | — ; — | 275| 28 , 56 11 | — L 
De a a e e e a — | 72 a a 
To mc a a ES PANA ei 84 | — | — 


Versuchsreihe I; Milchverdünnung 10fach. 

Ferment F.10-?; ph 6,40. 

Ca: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung in Minuten bis zum Co, 
Zusatz. 

G-7: Zeit vom Beginn der Fermentwirkung bis zum Eintritt der 
























































Gerinnung. | 
Tabelle V. | 
Versuch > Versuch Nr. 487 5 | D I ` A E 8 9 10 
GCh Ta 
in Millimol pro Liter gelt 100 I 63 | » | a E Far 
Röhrchen [a d G.Z. | Ca | G-Z A BE G-Z. | Ca geg 
DEE Ee "E: | De ae | | 
add o [> 120 0 [55 jo 37 ol» 255| 0 | 23 | om 
bo... re 54 0 138 10 25,5 | 0 2,01 
e, "13729 || 1 |555'12 62 ¡12 38 e ¡1 + 
DEE .25| 14 12 |46 :2:8 |2 ct e "äis 
2222.30 13 |34 13 ECKE 5 |—|— l-i- 
II 45| 8 45 20 4153 '4 | 57 re les 
e ST 6516 | 9581613806 )57 1; — |-|- 
(ECK KKH el 
Doo. 1 — 191 929 IM 0 | 445|—| — —)- 
A == — | —| — ¡103 4 14 | 38 |—| ——|— 
ARA EIERE EK 32 Ml a 
om bal = 2 ëss | 29 4! LI 





Versuchsreihe II; Milchverdünnung 30fach. 
Ferment F'.10-3; ph 6,45. 
Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes 
G-Z: Eintritt der Gerinnung 
* Nach 180 Minuten noch nicht geronnen. 


in Min. nach Beginn der Fermentwirkung 
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Tabelle VI. 
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Röhrchen  , Ca |G»Z.[ Ca | G»Z.| Ca |GZ| Ca | G»Z.|| Ca goë 
a 0.0 |38 y 0. |165¡ 0 |13 ¡0 14,5) 0 |17 
0 cal Age lo 38 | o ¡16 ¡0 |13 | 0 i4 j0 17,2 
E E e lr la Lä (1 [135% 156/15 | 2 [2 
EAN | 25! 48,5} 3 21 j 3 |14 | 3 |16 14 |27 
LARA | 4 149 1 54 205, 5 | 145! 5 | 16,8, 6,3|28 
AR A 6 |45 | 741175! 6 | 145; 6 16,7 | 8 |29 
e 8 ¡39 | 10 |155! 7 |13 | 7 |17 lio |30 
Kë REA 110 [34 |13 : 14,5! 9 | 97, 9 |16 ¡12 |31 
E a | 12 | 3835| 15 | 15,2) 102) 104 102| 15 [14 |31 
EEN 144 11880 = | == ]-=]48 118,107 190 
re y 17 | 17,7 = ¡| = [| — | — || 14 | 143/22 |31 
Baas a SR | — wen ee — [| — | „3 |31 

Versuchsreihe III; Milchverdünnung 10fach. 

Ferment F.10-3.!/,; ph 5,37. 

Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes |. a 

G-Z: Eintritt der Gerinnung in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 

Tabelle VII. 

Versuch Nr. | 16 par | as | 19 | 20 | 21 | 22 
Gg, i | , | 
in Millimol 100 Ñ 63 50 i 39,8 | 31,5 25 , 12,5 
pro Liter | } | 
Röhrchen „Ca SZ. Ca |GrZ.| Ca ¡G-Z.| Ca SEA Ca G-Z., Ca CG. Ca G-Z. 
a. 0133 0 |245! 0 |24 | o (237 0 |25 | o [25 o |24 
b. 10:23 | © |25 \ 0 |24 || 0 [23,31 0 |24,5| 0 |23 | 0 |24 
e. . 12530 , 2 !38,5 2 |26 | 2 |32,7, 2 |32 | 2 |24 | 2,5133 
d. | 4 ¡54,5 4 143 ¡ 6 |30 | 4 ¡365 4 |36 | 4 |315| 4 1405 
e. l6 ‚63 | 6 |45 ¡ 8 |36,5 6 |39 | 6,5| 39 | 6 |35 | 6 |44 
f....|8 |68 | 8 ¡46 110 |39 | 8 |41,3! 8,540 | 8 |37 | 8 |47 
g. |10 ¡70,510 ¡49,512 |37 |10 [427.10 |42 '10 |39 |10 |51 
h. 12 74,312 50,514 |33,5/12 |44 112,442 |12 |41,5, 12,8 54 
i....'14 169 |14 ‚51 ¡16,525,514 |44 |14 ¡42 114 (43 14 ¡56 
k. 116 ¡65 "16 '50 ¡18 22 ¡16 (42516 425,16 |46 | 16 |58 
E . 118 ¡60 '18,5 46 |20 |23 |18,5 40 |18 |43 |18 ¡45 |18 |59 
m . (20 ,49 |20 [44 ¡22 (235.20 (39 20 43 20,542 ‚20,5, 57 
n. . (22 245122 |39° 24 126,522 36 |22 | 41,5! 22 EE 
o. . (24 '27,3,24 |32 | — | — 24 135 | 24 ¡39,524 136,5 24 |52 
p. 26 129 ¡26 |28 | — | — 28 130 ¡26,5 37,5) 28,5: 32 .26 |48 
q. 29 132,7,28 |29 | — ¡ — 30,5 31,6 28,5 31 |30 |31 28 43 
r. , 132 325, Lee | = 134 [34230 134 | — , — 30 ¡41 
s. . ¡34 34,5 — - "1-13, 41— —ı8 137 
A E ae WE E PA A EE 

Versuchsreihe IV; Milchverdünnung 30fach. 


Ferment F.10-4; ph 5,40. 
Ca: Zeit des CaCl,-Zusatzes 
G-Z: Eintrittder Gerinnung 
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in Min. nach Beginn der Fermentwirkung. 
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Um zu erkennen, welche Bedeutung den verschiedenen Kurven- 
zügen zukommt, haben wir in Abbildung 5 die Kurven 5, 16 und 9, 
welche den drei Haupttypen der Verlaufsformen entsprechen, in etwas 
anschaulicherer Weise dargestellt. In dieser ist das einzelne Gerinnungs- 
röhrchen nicht als Punkt einer Kurve, sondern als Stab wiedergegeben, 
dessen Länge der Zeit vom Beginn der Labwirkung bis zum Eintritt 
der Gerinnung entspricht. Auf den einzelnen Stäben ist der Zeitpunkt 
des Calciumchloridzusatzes dadurch kenntlich gemacht, daß der Stab 
auf dem Stück schraffiert wurde, welches der Zeit der Fermentwirkung 
in Ca-freier Lösung entspricht. Von der Zeit des Ca-Zusatzes an bis 
zum Eintritt der Gerinnung sind die Stäbe schwarz gehalten. 

Jeder Stab entspricht einem Gerinnungsröhrchen 
I. Versuch 5. | des betreffenden Versuchs; die Länge des Stabes 
I. ,, 16. / entspricht der Gerinnungszeit; schraffiert bedeutet 


II. ee 9. | Fermentwirkung ohne CaCl,-Zusatz, schwarz 
nech CaCl,-Zusatz. 


Betrachten wir zunächst den häufigsten Kurvenverlauf (Haupt- 
typus) entsprechend Versuch 16 in Abbildung 5. Wird das Calcium- 
chlorid zu Beginn der 
Fermentwirkung zugesetzt, 
so tritt die Gerinnung nach 
23 Minuten ein; je später 
| der Ca-Zusatz dann erfolgt, 
60 || desto mehr wird die Ge- 
| | rinnungszeit verlängert; er- 
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3 en folgt der Ca-Zusatz z. B. 
I 4 Minuten nach Beginn der 
Syo Fermentwirkung, so be- 
N E WERNE trägt die Gerinnungszeit 


Ad 


schon 54 Minuten; wird 
das Ca Cl, 12 Minuten nach 

der Milch dem Ferment 

zugefügt, so gerinnt die 

10 | Flüssigkeit erst nach 
i In A ut 73 Minuten; das ist das 
eem EE "ge: Maximum der Gerinnungs- 


$ mn" 


^ R 
Za ar fi . . D 
ER 23 za e? ge de Zeichen m Mi zeit, welches erreicht wird; 
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wenn der Zusatz von CaCl, 
noch später erfolgt, so nimmt die Gerinnungszeit wieder ab und 
erreicht bei Zusatz des CaCl, 22 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung mit 24,5 Minuten fast das Minimum der Gerinnungszeit bei 
frühestem Ca- Zusatz von 23 Minuten; je später das CaCl, dann 
weiterhin zugefügt wird, desto kürzer wird die zwischen Ci- fika 
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und Gerinnung liegende Zeit, so daß bei Zusatz des CaCl, nach 
32 Minuten und später die Gerinnung immer sofort nach Zusatz 
des CaCl, eintritt. Versuch 5 (2. Typus) weicht von dem soeben 
geschilderten Versuch dadurch ab, daß die Gerinnungszeit am längsten 
ist bei sofortigem Ca-Zusatz: es kommt in dem gewählten Beob- 
achtungszeitraum überhaupt nicht zur Gerinnung; je später dann 
das. CaCl, zugefügt wird, desto kürzer ist die Gerinnungszeit; 
das Minimum liegt bei Ca-Zusatz etwa 6 Minuten nach Beginn der 
Fermentwirkung. Bei der dritten Verlaufsform der Kurven, die 
durch Versuch 9 in Abbildung 5 dargestellt wird, gerinnt die Flüssigkeit 
bei Zusatz des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung in 23 Minuten; 
wird aber das CaCl, nur eine Minute nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefügt, so kommt es innerhalb von 80 Minuten überhaupt nicht 
mehr zur Gerinnung. 

Aus den Abbildungen 1 bis 4 ist ersichtlich, daß die drei Ver- 
laufsformen ineinander übergehend gedacht werden könnnen, wenn 
man sich weitere Versuche mit CaCl,-Konzentrationen ausgeführt 
denkt, die zwischen den für die beiden selteneren Verlaufsformen 
liegen; besonders deutlich wird dies an Abbildung 2, die allo drei 
Verlaufsformen an ihren Kurven aufweist. Es nehmen bei Zusatz 
des CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung die Gerinnungszeiten mehr 
und mehr ab, je geringer die zugesetzte CaCl,-Konzentration ist (vgl. 
die auf der Ordinatenachse gelegenen Kurvenpunkte); erfolgt der 
CaCl,-Zusatz erst später, z. B. in der Versuchsreihe II nach 7 
Minuten, so nehmen die Gerinnungszeiten ständig zu, je geringer 
die zugesetzte CaCl,-Konzentration ist (vgl. die senkrecht über 
dem Zeitpunkt 7 Minuten gelegenen Kurvenpunkte). Wir können 
hiernach die beiden selteneren Verlaufsformen als Grenztypen auf- 
fassen, in die der häufigste Typus der Kurven (vgl. Versuch 16, Ab- 
bildung 5) übergeht, wenn die Ca-Konzentration geändert wird, und 
zwar wird der erste Grenztypus (vgl. Versuch 5, Abbildung 5) erreicht 
bei Erhöhung der Ca-Konzentration, der zweite Grenztypus (vgl. 
Versuch 9 in Abbildung 5) dagegen bei Herabsetzung der Ca-Kon- 
zentration. Die Abbildungen 1 und 3 lassen im Prinzip die gleiche 
Betrachtungsweise zu wie Abbildung 2; nur sind zur Erreichung der 
Grenztypen in diesen Versuchsreihen jeweils andere CaCl,-Konzen- 
trationen erforderlich. So wird durch 100 Millimol CaCl, in Ab- 
bildung 1 und 3 noch ein mittlerer Kurvenverlauf herbeigeführt, 
während Abbildnng 2 bei 100 Millimol CaCl,- Gehalt schon den ersten 
Grenztypus aufweist. In Abbildung 1 und 2 wird der zweite Grenz- 
typus schon durch 12,5 Millimol CaCl, erreicht; in Abbildung 3 ist 
dieser dagegen bei 6,3 Millimol CaCl,-Gehalt höchstens angedeutet. 
In Abbildung 4 kommen nur mittlere Verlaufsformen zur Beobachtung; 
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es tritt jedoch bei abnehmendem CaCl,-Gehalt eine gewisse Annäherung 
an den zweiten Grenztypus auf (vgl. Kurve 18). Bei den gewählten 
Konzentrationen des CaCl, ist ferner bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung eine Zunahme der Gerinnungszeit noch nicht zu 
erkennen bei erhöhter Ca-Konzentration. Wir konnten uns jedoch 
überzeugen, daß bei noch stärkeren CaCl, -Konzentrationen (z. B. 
200 Millimol) auch hier eine Verlängerung der Gerinnungszeit eintritt. 


Tabelle VIII. (Abb. 6.) 



























































Versuch Nr. | 23 E j 24 | 25 | 26 
RE a ee ee we 
in Millimol pro Liter | 100 | 50 | 25 | 12,5 
Röhrchen | Ca 162 | Ca Jop Ca | G-Z. | Ca GHZ 
O fo lui ioj Ío 17 0 jw 
Dye rr did de ic 0 | 47 "0 | 16 0 175 0 165 
RER 15 | 43 | 15 225| 1 oo | 1 a 
ee ee 22 | 32 | 25' 25 1 2 |53 ; 5 85 
Da E 4,3 15 | 4 27,5 3,3 ` 57 | 10 . 98 
N nds rs 6 S , 6 28 | 5 60 15 120 
oa oa |8 | 86 BL5 | 7 o 
ME dee | 9,5 98 | 10 30,5 : 10 ' 68,5 | 
Ve ec Ggs | — A |27 A 7% | | 
EE ER '— | — | M5| 21 | 18 | 78 
erstes yes dae ed he | 16 | 17 [23 | 84 | 
BA goe en dr i E 18 | 185' 32 | 83 | 
R aba a I — |! — : 2 | 202l 43 65 | 
Versuchsreihe V; Milchverdünnung 30fach. 
Ferment F.10-31/,; ph 6,00.. 
Tabelle IX. _ (Abb. H 
Versuch Nr. 27 I 28 rl » | i 20 
CaCa N n T IA 
in in Millimol pro Liter ! Së | 50 | 25 12,5 
Ee `" le Sech ZE 
R L s .s s 
` Róbrelen | Ca | GZ GZ. E Ca | uz | Ca Ca |G Z. J | a Tez 
can e ee 0 nm 0 SECHER EE 
EE (Ou 34 5 0: 19 | 0 (166, 0 12 
A A 214 2 ,265/ 2 | 21 1 21 
E E er A Aë | 3 295: 4 | 25| 2 2% 
ed as S o aa 5 ' 205: 7 ' 22 45 47 
o de i . 8 33 7 28 10 IS 7 53 
dea de de rca 10 | 295 9 245 13,5 15 9 58 
Dee |12 27 | 10 25 16 162 13 63 
DE A ad ‚15 23 ¡ 1 18 = — 17 64 
PREE AE ' 17.5 20 16 118 | — | — y = — 
RE a a A VD "ai i = = ala — 


Versuchsreihe VI; 10fach verdünnte natürliche Milch. 
Ferment F.10-31,,,;, ph 5,71. 
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In den Tabellen VIII und IX werden dann noch zwei Versuchs- 
reihen mitgeteilt, die bei einer A angestellt wurden, die zwischen der 
h der bisher geschilderten Versuche (ph 6,4 und 5,4) liegt. Versuchs- 
reihe V wurde bei ph 6,0 und Versuchsreihe VI bei ph 5,7 angesetzt. 
In Versuchsreihe V war die Milchverdünnung 30fach, bei VI 10fach; 
außerdem ist es wichtig zu bemerken, daß Versuchsreihe VI mit 
natürlicher Milch und nicht mit der sonst verwendeten Milchpulver- 
lösung durchgeführt wurde. Da sich auch diese Versuchsreihe den 
übrigen gut einfügt, ist der Schluß berechtigt, daß mit natürlicher 
Milch dieselben Resultate gewonnen werden können, wie wir sie mit 
dem Milchpulver erhalten haben. Die Versuchsreihen V und VI sind 
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¿et des Ca Zusalzes nach Beginn Zet des (a Zusalzes nach Beginn 
der Fermentwirkung der Fermentwirkung 
Abb. 6. Abb. 7. 


Die Nummern der Kurven entsprechen den Nummern der Versuche. 


in Abbildung 6 und 7 graphisch dargestellt (Ausführung wie bei 
Abbildung 1 bis 4). Der Verlauf der Kurven bietet im Vergleich 
mit denen der Versuchsreihen I bis IV im allgemeinen nichts Neues. 
Nur liegt der Ca-Gehalt, bei dem die beiden Grenztypen erreicht 
werden, bei einer etwas anderen Konzentration. So wird in Ab- 
bildung 6 der erste Grenztypus bei einem CaCl,-Gehalt von 100 Millimol 
noch nicht erreicht; die Kurve 23 hált also ungefáhr einen mittleren 
Verlauf inne zwischen Kurve 5 und 15 und steht dabei Kurve 5 näher; 
es entspricht dies dem Umstand, daß sich diese drei Versuche lediglich 
durch ihre A unterscheiden (in den Versuchen 5, 15 und 23 ist bzw. 
ph 6,4, 6,0 und 5,4). In Abbildung 7 nähert sich die Kurve 30 schon ` 
mehr dem zweiten Grenztypus; auch dies entspricht dem in der 
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Mitte gelegenen ph 5,7 als einziger unterscheidender Versuchsbedingung 
im Vergleich mit den Versuchen 9 und 22. 

Ergebnis: Wird das Calciumchlorid nicht zu Beginn der Ferment- 
wirkung, sondern erst später zugefügt, so ist die Gerinnungszeit ver- 
längert; bei noch späterem CaCl,-Zusatz nimmt die Gerinnungszeit 
wieder ab. Mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Ge- 
rinnungszeit zu bei Zusatz gleich zu Beginn der Fermentwirkung; 
mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Gerinnungszeit ab 
bei Zusatz des CaCl, gegen Ende der Fermentwirkung. 


8. Analyse des Ganges der Fermentwirkung durch Feststellung 
von Gerinnungstemperaturen (insbesondere bei varliertem Calciumzusatz). 


a) Methodisches. 

(Inhalt: 1. Es wird erörtert, woraaf sich die Möglichkeit der Analyse 
der Fermentwirkung mittels ‚„Gerinnungstemperaturen‘‘ gründet. — 2. Be- 
stimmung der Gerinnungstemperaturen an Mischungen von gelabter und 
ungelabter Milch. — 3. Der Einfluß des Calciums auf die Gerinnungs- 
temperatur. — 4. Bestimmung der Gerinnungstemperatur für -bestimmte 
,» Umwandlungszahlen“ bei Variation von Kalkgehalt, Milchverdünnung 
und ph.) | 

Die von Arthus und Pagés (2) festgestellte Änderung der Hitze- 
gerinnbarkeit der Milch während der Labwirkung könnte zur Ver- 
folgung der fermentativen Umwandlung des Caseins etwa folgender- 
maßen zur Anwendung kommen: Nach Zusatz des Ferments werden 
der Milch zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen; diese werden 
im Wasserbad von höherer Temperatur so weit erwärmt, bis Gerinnung 
eintritt; die Temperatur der Milchprobe, bei der die Gerinnung ein- 
tritt, wird notiert. Die Annahme, daß es auf diese Weise möglich 
sei, durch die festgestellte Temperaturhöhe den augenblicklichen Stand 
des bei Zimmertemperatur ablaufenden Umwandlungsvorganges zu 
charakterisieren, hat zur Voraussetzung, daß in der Zeit vom Beginn 
der Erwärmung bis zum Eintritt der Gerinnung eine nennenswerte 
Veränderung am Casein nicht mehr erfolgt, bzw. daß eine etwa noch 
stattfindende Umwandlung ohne wesentliche Beschleunigung vor sich 
geht, so daß die kurze Zeit der Erwärmung auf die betreffende 
Temperatur gegen die bereits vorhandene Zeit der Caseinumwandlung 
nicht in Betracht kommt. Ferner ist natürlich Voraussetzung, daf 
in jedem Zeitpunkt des fermentativen Prozesses eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden 
kann. Die erste Vorbedingung kann nach der vorliegenden Literatur 
als erfüllt angeschen werden. Nach Bang (10) wird das Labferment 
bereits bei 40° zerstört, und zwar nach van Dam (6) durch die Wirkung 
der OH-Ionen. Diese Anschauung fand eine Bestätigung durch 
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Michaelis und Rothstein (14), welche die Zerstörung des Fermentes 
durch OH-Ionen mit verbesserter Metnodik untersuchten. Temperatur- 
erhöhung bewirkt nach diesen Autoren dasselbe wie Alkalisierung, 
nämlich eine Vermehrung der OH-Ionen, welche das Ferment mit 
einer Geschwindigkeit zerstören, welche proportional ist der vierten 
Potenz der OH-Ionenkonzentration. Da bei Zimmertemperatur die Zer- 
stórung des Ferments bereits etwa bei ph 6,5 beginnt, muß angenommen 
werden, daß bei ph 6,4 die Zerstörung ebenfalls schnell stattfindet, 
wenn die fermenthaltige Flüssigkeit auf höhere Temperatur erwärmt 
wird. Denn hierdurch tritt eine sehr in Betracht zu ziehende Ver- 
mehrung der OH-Tonen ein [vgl. Michaelis (15). Ob bei einer 
höheren A, z. B. ph 5,4, eine in gleichem Maße stattfindende Zerstörung 
des Ferments beim Erwärmen auf höhere Temperatur erwartet werden 
kann, muß zumindest als fraglich bezeichnet werden. Vermutlich 
liegt die Temperatur, bei der die Zerstörung beginnt, höher als im 
ersten Falle 1). 

Die erwähnte zweite Vorbedingung, daß die für einen bestimmten 
Umwandlungsgrad charakteristische Gerinnungstemperatur mit ge- 
nügender Genauigkeit bestimmt werden kann, ist einer experimentellen 
Prüfung leicht zugänglich. Dies zeige folgender Versuch: Die Milch 
wird unter Regulatorzusatz verdünnt, die eine Hälfte a mit Ferment, 
die andere b mit einer gleichen Menge Wasser versetzt. Der Ab- 
schluß der fermentativen Umwandlung des Caseins zu Paracasein wird 
zu dem Zeitpunkt angenommen, wenn in einer ebenso wie a zu- 
sammengesetzten Lösung mit zu Beginn der Fermentwirkung er- 
folgtem Zusatz von 50 Millimol CaCl, Gerinnung eingetreten ist. Nach 
Ablauf dieser Zeit wird die gelabte mit der ungelabten Milch in 
einem bestimmten Verhältnis gemischt, sodann CaCl, zugefügt und 
die Mischung (5,0 in einem Reagenzglase) im Wasserbad von 75 bis 
80’solange erwärmt, bis Gerinnung auftritt; die Flüssigkeit im Reagenz- 
glase wird während der Erwärmung mit einem Thermometer (Ein- 
telung in halbe Grade genügt) stark gerührt und die Temperatur 
bei der Gerinnung abgelesen; es ist zweckmäßig, das Reagenzglas 
schon aus dem Wasserbade zu entfernen, wenn das Thermometer 
noch eine Temperatur zeigt, die 5 bis 7° unter der zu erwartenden 
Gerinnungstemperatur liegt; die Temperatur steigt dann auch außer- 
halb des Wasserbades noch um einige Grade an; es wird so eine zu 
starke Erwärmung verhütet; tritt dann die Gerinnung noch nicht 
alsbald ein, so wird das Reagenzglas für einige Sekunden in das 
Wasserbad zurückgebracht; zur Erkennung des Beginns der Flöckchen- 
bildung wird das Thermometer am besten nach vorheriger Ablesung 


1) Vgl. hierzu auch Fuld, Le: Morgenroth, l. c. 
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für einen Moment über den Flüssigkeitsspiegel heraufgezogen. Bei 
diesem Vorgehen wird die Gerinnungstemperatur durch die Erwärmung 
während 15 bis 45 Sekunden je nach Höhe der betreffenden Temperatur 
erreicht, und es gelingt bei einiger Übung leicht, die Gerinnungs- 
temperatur zu bestimmen mit einer Fehlerbreite von nur etwa 2 
trotz des ziemlich groben Verfahrens. Diese Genauigkeit genügt, wie 
die Versuche zeigen, für unsere Fragestellung. Die Einzelheiten des 
Versuchs zeigt folgendes Beispiel: 


Versuch 31. 


Es werden für jede der sieben in Tabelle X aufgeführten Mischungen 
(Nr. 1 bis 7) drei Röhrchen angesetzt, und zwar a) zur Herstellung der 
gelabten Milch; b) für die ungelabte und c) als Kontrolle zur Bestimmung 
der zur vollständigen Labung von a) nötigen Zeit: 
a) 2,0ccm Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-3 

b) 2,0 cem Regulator ph 6,40 + 6,0 Aqua dest. + 1,0 Milch. 

c) 2,0ccm Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest + 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-? + 1,0 CaCl, 0,5 mol. 

Bei Eintritt der Gerinnung in c) wird von a) die in Tabelle X an- 
gegebene Menge (bzw. Nr. 1 bis 7 unter gelabter Milch) in ein Röhrchen 
gegeben, welches schon mit der zugehörigen Menge CaCl,-Lósung und 
ungelabter Milch b) beschickt ist; darauf wird sofort die Gerinnungstempe- 
ratur auf die oben angegebene Weise bestimmt. Die in a) und b) angesetzten 
Mengen reichen hin zur Herstellung von zwei gleichartigen Mischungen; 
ihre Gerinnungstemperaturen sind in der Tabelle X unter A aufgeführt; 
die Zahlen unter B sind auf dieselbe Weise gewonnen mit der einzigen Ab- 
weichung, daß die Röhrchen a) noch 10 Minuten nach Gerinnung von c) 
stehen gelassen wurden vor Ansatz der Mischung a) + b), und dem fol- 
genden Erwármen. Die Gerinnungszeit in den c)-Röhrchen betrug 20 
Minuten. 


Tabelle X. 
Gerinnungstemperatur der Mischungen von gelabter und ungelabter Milch. 






































S | Ansatz der Mischungen | za Se | Gerinnungstemperatur 
Ne; Hl 72255 ash | Labmilch | l DE ES = 
CaCI Milch on 

en d SE A | ungelabt | gelabt | p E "lo | de E | e Br 
l | 0,5 4,5 0,0 | O ' 680 69 | — — 
2 | 0,5 3,6 0,9 i 20 | 660 650 | 640 64° 
3105 2,7 1,8 40 | 540 56% | 510 | 52 
4 | 0,5 1,8 2,7 60 | 450 460 ' 440 440 
5 | 0,5 0,9 3,6 80 | 380 360 | 35% | 330 
6 | 0,5 0,45 4,05 | 90 ` 350 340 320 31° 
7,05 0,00 | 450 | 100 ' 2] 210 | 2p 210 


Der Versuch 31 zeigt, daß Mischungen von gelabter und un- 
gelabter Milch nach CaCl,-Zusatz eine charakteristische ‚‚Gerinnungs- 
temperatur“ aufweisen, die sich auf die angegebene Weise mit aus- 
reichender Genauigkeit bestimmen läßt. Die Zahlen unter B sind 
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nur wenig kleiner als die unter A; es kann hiernach angenommen 
werden, daß in der Gerinnungszeit von c auch in den Ca-freien 
a-Röhrchen die fermentative Umwandlung des Caseins praktisch be- 
endet war. 

Dieser Versuch berechtigt ferner zu der Annahme, daß auch die 
während der Labwirkung auf die Milch jeweils vorhandenen natür- 
lichen Mischungen von Casein und Paracasein eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur aufweisen. Nach dieser Auffassung wäre die 
Höhe der Gerinnungstemperatur in einem bestimmten Zeitpunkt eines 
Labungsversuches lediglich auf den Grad der Umwandlung des Caseins 
zu beziehen, d.h. auf die Vorgänge in der ersten Phase der Labung. 
Wir müssen uns aber fragen, ob außer diesem Faktor des Mischungs- 
verhältnisses Casein zu Paracasein auch noch andere Einflüsse, die 
möglicherweise nur mit der zweiten Phase der Gerinnung etwas zu 
tun haben, einen Einfluß auf die Temperatur der Gerinnung ausüben. 
In dieser Richtung mußte zunächst der Einfluß einer Änderung der 
CaCl,-Konzentration einer Prüfung unterzogen werden. Versuch 32 
zeigt die Höhe der Gerinnungstemperatur bei verschiedenem CaCl,- 
Gehalt zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung. 


Versuch 32. 


Es werden nacheinander eine Reihe von Gerinnungsversuchen an- 
gesetzt nach folgender Anordnung: 2,0 cem Regulator ph 6,35+ 5,0 Aqua 
dest. + 1,0 Ferment F.10— + 1,0 Milch. 

Jeweils 5, 10 und 15 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung wird 
1,0 ccm einer CaCl,-Lösung zugegeben, deren Gehalt zwischen !/,, ii Ya und 
1/, molar variiert wurde. Nach dem CaCl,-Zusatz werden die Röhrchen in 
das Wasserbad von 80° zur Bestimmung der Gerinnungstemperatur ge- 
bracht; diese wird in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle XI. 


Tabelle XI. 


Gerinnungstemperaturen zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung 
bei verschiedenem CaCl,-Gehalt. 














| Gerinnun ngstemperatur 
Min | nach Zusatz der Ca Cls Lösung 
on. dm mb | me | m | 
Dauer d. Fermentwirkg. | 5 64° 540 480 430 
bis zum | 10 61° 50° 430 390 
Ca-Zusatz und Erhitzen | 15 530 430 370 340 





Der Versuch lehrt, daß die Gerinnungstemperatur in gleichen 
Stadien der Fermentwirkung oder, wie man wohl sagen darf, bei 
gleichen Mischungen von Casein und Paracasein von dem Ca-Gehalte 
der Lösung in hohem Grade abhängig ist; je höher die CaCl,-Konzen- 
tration ist, desto niedriger ist die Gerinnungstemperatur. Als Deutung 
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dieses Befundes liegt wohl die Annahme am nächsten, daß das Para- 
casein bei höherem Ca-Gehalte mehr Ca bindet, sei es nun, daß 
‚vorher nur ein Teil des Paracaseins Calcium gebunden hatte, und daß 
der Anteil des Paracaseincalciums zunimmt, oder sei es, daß die vorher 
allein vorhandene Paracaseincalciumverbindung bei größerem Ca-Gehalte 
noch mehr Ca-Atome aufnimmt. Auf jeden Fall ist das bei höherem 
Ca-Gehalte der Lösung entstandene Produkt imstande, auf die Ge- 
rinnungstemperatur einen stärker erniedrigenden Einfluß auszuüben. 

Für die Verwendung der Gerinnungstemperaturen zur Analyse 
des fermentativen Vorganges ist aus diesen Befunden zu folgern, daß 
nur solche Gerinnungstemperaturen miteinander verglichen werden 
dürfen, die an Lösungen mit gleichem Ca-Gehalte gewonnen wurden. 
Als weitere Faktoren, die auf die Höhe der Gerinnungstemperatur 
von Einfluß sein könnten, kommen in Betracht der Grad der Milch- 
verdünnung und die Wasserstoffzahl. Unter Berücksichtigung aller 
dieser Faktoren dürfte es erlaubt sein, aus der Höhe der Ge- 
rinnungstemperatur einen Rückschluß zu machen auf den Stand des 
Umwandlungsprozesses durch das Labferment zu dem Zeitpunkt, in 
dem die betreffende Probe der mit Lab versetzten Milch erhitzt 
wurde. Wir hätten also in der Bestimmung der Gerinnungstemperatur 
ein Mittel in der Hand, das es uns ermöglicht, während eines Lab- 
gerinnungsversuches beliebig oft in den augenblicklichen Stand der 
Fermentwirkung einen Einblick zu gewinnen. Wir können aber zu- 
nächst mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen nur solche Labungs- 
versuche in ihrem Ablauf untereinander vergleichen, bei denen 
die Faktoren, die die Höhe der Gerinnungstemperatur bestimmen 
(Ca-Gehalt, Milchverdünnung und ph), gleich groß sind. Um auch 
solche Versuche, bei denen diese Faktoren verschieden groß sind, 
miteinander vergleichen zu können, ist es nötig, für eine Reihe be- 
kannter Mischungen von Casein und Paracasein die Gerinnungs- 
temperaturen zu bestimmen unter systematischer Variation der Größe 
dieser Faktoren; erst dann ist es möglich, wenn die Größe der 
einzelnen Faktoren bekannt ist, aus der Höhe der Gerinnungs- 
temperatur auf die in der betreffenden Milchlösung vorhandene 
Mischung von Casein und Paracasein, d. h. auf den Stand der Ferment- 
wirkung, zurückzuschließen. Bezeichnen wir die Zahl, welche angibt, 
wieviel Casein in Paracasein umgewandelt ist, als Umwandlungszahl, 
so würde es nach Bestimmung der Gerinnungstemperatur unter 
Variation der Größe der maßgebenden Faktoren möglich sein, die in 
einem bestimmten Versuche gewonnenen Gerinnungstemperaturen zu 
ersetzen durch die betreffenden Umwandlungszahlen. Mit Hilfe dieser 
Umwandlungszahlen könnten dann Versuche, bei denen Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph nicht gleich groß waren, direkt miteinander 
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bezüglich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Dies 
Vorgehen ist natürlich nur dann berechtigt, wenn die Gerinnungs- 
temperaturen der bei der Labung auf natürliche Weise entstehenden 
Casein-Paracaseingemische identisch sind mit den Gerinnungstempera- 
turen der unter gleichen Bedingungen angesetzten künstlichen Gemische 
von gelabter und ungelabter Milch, welche die gleiche Mischung von 
Casein und Paracasein aufweisen. Es liegen indes keine Bedenken 
gegen die Annahme einer solchen Identität vor. 

Wir haben die Umwandlungszahlen von Mischungen gelabter und 
ungelabter Milch bei einem CaCl,-Gehalte von 12,5, 25, 50 und 
100 Millimol bestimmt, und zwar wurden die Bestimmungen sowohl 
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an 10 wie an 30fach verdünnter Milch durchgeführt, ferner das eine 
Mal bei ph 6,4 und ein zweites Mal bei ph 5,4. Jede Gerinnungs- 
temperatur wurde doppelt bestimmt; die Versuchsanordnung war die 
gleiche wie in Versuch 31; nur mußte bei den Proben, die fast nur 
ungelabte Milch enthielten, die Wasserbadtemperatur auf 90 bis 1000 
erhöht werden. Tabelle XII und XIII geben die Resultate wieder; 
diese sind in den Abbildungen 8 und 9 graphisch dargestellt. In 
diesen sind die Gerinnungstemperaturen in ein Koordinatensystem ein- 
getragen (Ordinate: Gerinnungstemperaturen, Abszisse: Umwandlungs- 
zahlen); die Gerinnungstemperaturen der Lösungen mit gleichem 
CaCl,-Gehalte sind zu einem Kurvenzuge verbunden (bei lOfacher 
Milchverdünnung ausgezogene, bei 30facher unterbrochene Linie). 
Abbildung 8 gibt die bei ph 6,40 bestimmten Gerinnungstemperaturen 
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wieder; diese nehmen mit steigendem Ca-Gehalte der Lösung ab; bei 
30fach verdünnter Milch sind die Gerinnungstemperaturen durchweg 
beträchtlich höher als bei 10facher Milchverdünnung; der Kurven- 
verlauf ist bei 10facher Verdünnung ziemlich geradlinig, d. h. die 
Abnahme der Gerinnungstemperatur ist ungefähr der Zunahme des 
Paracaseingehaltes proportional. Bei 30facher Verdünnung der Milch 
ist jedoch zunächst die Abnahme der Gerinnungstemperatur im Ver- 
gleich zur Zunahme des Paracaseins gering; erst wenn das Paracasein 
auf 60°/, angewachsen ist, setzt eine stärkere Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur ein. Die bei 30facher Milchverdünnung gewonnenen 
Kurven verlaufen daher gekrümmt. Diese Befunde können vielleicht 
mit dem verschiedenen Verhalten der Schutzwirkung des Caseins auf 
das Paracasein bei verschiedenen Milchverdünnungen gedeutet werden. 
Die einzige Versuchsbedingung, welche die Kurven der Abbildung 9 
von denen der Abbildung 8 unterscheidet, ist die, daß die Flüssigkeiten 
bei den Bestimmungen der Abbildung 9 ein ph 5,45 (gegen ph 6,40 
der Abbildung 8) aufwiesen. Die Abbildung 9 bietet nur in einem 
Punkte eine wesentliche Abweichung im Vergleich mit Abbildung $; 
während bei dieser von den Kurven mit gleicher Milchverdünnung 
die dem höchsten CaCl,-Gehalte entsprechende am tiefsten liegt, 
also die niedrigsten Gerinnungstemperaturen aufweist, haben in der 
Abbildung 9 Kurven mit mittlerem CaCl,-Gehalt die tiefste Lage, 
und die Kurven mit niedrigerem oder mit höherem CaCl,-Gehalte | 
liegen höher. Bei lOfacher Milchverdünnung (und ph 5,45) ist die 
Gerinnungstemperatur der Lösungen mit verschiedenen Umwandlungs- 
zahlen am niedrigsten bei dem CaCl,-Gebalt von 25 und 50 Millimol 
pro Liter; bei 30facher Milchverdünnung haben die Lösungen mit 
50 Millimol CaCl, das Minimum der Gerinnungstemperatur, und 
sowohl bei 25 wie bei 100 Millimol CaCl, sind die Gerinnungs- 
temperaturen wieder höber. Vielleicht darf man daran denken, dab 
dese Abweichungen der Abbildung 9 von den Kurven der Abbildung $ 
damit zusammenhängen, daß das Paracaseincalcium bei ph 5,45 
nicht mehr ganz unlöslich ist. 

Mit Hilfe der Abbildungen 8 und 9 ist es möglich, die Gerinnungs- 
temperaturen eines Labungsversuches als Umwandlungszahlen aus- 
zudrücken, wenn die Bedingungen des Versuches den in den Ab- 
bildungen 8 und 9 vorkommenden entsprechen. Mit Hilfe der so 
erhaltenen Umwandlungszahlen lassen sich Versuche bezüglich des 
Ganges der Fermentwirkung direkt vergleichen, die in Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph voneinander abweichen. Es sei noch be- 
merkt, daß die Bestimmungen von Versuch 34 (Abbildung 9) keine 
Anhaltspunkte ergeben, daß eine, wie oben erwähnt, möglicher- 
weise geringere Zerstörung des Fermentes bei höherer k die Fest- 
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stellung der Gerinnungstemperaturen bei dieser höheren k beein- 
trächtigte. 

Wir sind endlich noch imstande dadurch, daß wir an Stelle der 
Gerinnungstemperatur die zugehörige Umwandlungszahl setzen, die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung leicht zu übersehen und zu 
studieren. 

Ergebnis: 1. Es wird gezeigt, daß es praktisch durchführbar ist, 
den Ablauf der Fermentwirkung mit Hilfe der Bestimmung von Ge- 
rinnungstemperaturen zu verschiedenen Zeiten der Fermentwirkung 
zu verfolgen. 

2. Jeder Casein-Paracaseinmischung kommt eine bestimmte Ge- 
rinnungstemperatur zu, wenn CaCl,-Gehalt, Milchverdünnung und ph 
konstant gehalten werden. 

3. Bei ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur einer bestimmten 
"Mischung von gelabter und ungelabter Milch um so höher, je geringer 
der CaCl,-Gehalt und je größer die Milchverdünnung ist; bei ph 5,40 
weisen mittlere CaCl,-Konzentrationen ein Minimum der Gerinnungs- 
temperatur auf, diese steigt auch bei ph 5,40 mit dem Grade der 
Milchverdünnung. 

4. Bezeichnet mar: den Gehalt einer bestimmten Casein-Paracasein- 
mischung an Paracasein in Prozenten der Gesamtmischung als Um- 
wandlungszahl, so ist die Umwandlungszahl in Gerinnungsversuchen 
bestimmbar durch die Gerinnungstemperatur, wenn an künstlichen 
Mischungen von gelabter und ungelabter Milch die Gerinnungs- 
temperaturen bei Variation von Ca-Gehalt, Milchverdünnung und p} 
festgelegt werden. 

5. Bei Wiedergabe der Gerinnungstemperaturen als Umwandlungs- 
zahlen können Labungsversuche, die bei verschiedenem Ca-Gehalte und 
anderer Milchverdünnung angestellt wurden, direkt miteinander hinsicht- 
lich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Auf diese Weise 
kann die Geschwindigkeit der Fermentwirkung untersucht werden. 


b) Versuche. 


(Inhalt: Es wird gezeigt, daß das Calcium bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung diese beschleunigt oder verlangsamt, je nach der an- 
gewandten Konzentration. Bei späterem Zusatz während der Ferment- 
wirkung bewirkt das Calcium stets eine Verzögerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen, was als verlangsamte Entstehung des Para- 
caseincalciums gedeutet werden kann.) 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daß folgende Bestand- 
teile der Reihe nach in ein Becherglas gegeben wurden: 

16,0 com Regulator (ph 6,40 bzw. 5,40). 
40,0 ,, Aqua dest. 

8,0 ,, Ferment. 

8,0 ,, Milch (!/, bzw. */,). 
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Hierzu wurde zu dem in den Versuchen angegebenen Zeitpunkt 8,0 ccm 
CaCl,-Lösung von der in der betreffenden Tabelle angegebenen Konzen- 
tration hinzugefügt und sogleich nach dem CaCl,-Zusatz und gutem Ver- 
mischen die gesamte Flüssigkeit auf Reagenzgläser in Proben von je 5,0 ccm 
verteilt; mittels je einer dieser Proben wurde zu den in den Versuchen 
angegebenen Zeiten die Gerinnungstemperatur bestimmt unter Beachtung 
der im vorhergehenden Abschnitt gegebenen Anweisungen. 

In den Tabellen XIV, XV, XVI und XVII sind die Daten von 
derartigen Versuchen mitgeteilt; diese sind in den Abbildungen 10 
bis 15 graphisch dargestellt. Die Kurven der Abbildung 10 stellen 
die Analyse von drei charakteristischen Kurvenpunkten der Kurve 2 
in Abbildung 1 dar, und zwar die mit dem CaCl,-Zusatz 0, 6 und 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. In dem schräg nach 
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unten abwärts gerichteten Kurvenverlauf kommt die Abnahme der 
Gerinnungstemperaturen während der Fermentwirkung und damit der 
Fortschritt derselben zum Ausdruck; der ziemlich geradlinige Abfall 
der Kurve a in Abbildung 10 deutet auf eine mit annähernd gleich- 
mäßiger Geschwindigkeit ablaufende Fermentwirkung. In diesem 
Falle war das CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung zugesetzt; wird 
das Calcium erst später zugefügt, so ergeben sich die Kurven b und e: 
in diesen liegt zunächst der Anfangspunkt höher als die Kurve a, 
und zwar um 5 bis 7°; dies muß dahin gedeutet werden, daß das 
Ferment ohne die Gegenwart von CaCl, langsamer gewirkt hat. Sodann 
erfolgt der Abfall der Kurven b und c allmáhlicher als der von a, 
d h. die Abnahme der Gerinnungstemperatur ist in gleichen Zeit- 
abschnitten bei b und c geringer als bei a. Wie im vorausgehenden 
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nur wenig kleiner als die unter A; es kann hiernach angenommen 
werden, daß in der Gerinnungszeit von c auch in den Ca-freien 
a-Röhrchen die fermentative Umwandlung des Caseins praktisch be- 
endet war. 

Dieser Versuch berechtigt ferner zu der Annahme, daß auch die 
während der Labwirkung auf die Milch jeweils vorhandenen natür- 
lichen Mischungen von Casein und Paracasein eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur aufweisen. Nach dieser Auffassung wäre die 
Höhe der Gerinnungstemperatur in einem bestimmten Zeitpunkt eines 
Labungsversuches lediglich auf den Grad der Umwandlung des Caseins 
zu beziehen, d.h. auf die Vorgänge in der ersten Phase der Labung. 
Wir müssen uns aber fragen, ob außer diesem Faktor des Mischungs- 
verhältnisses Casein zu Paracasein auch noch andere Einflüsse, die 
möglicherweise nur mit der zweiten Phase der Gerinnung etwas zu 
tun haben, einen Einfluß auf die Temperatur der Gerinnung ausüben. 
In dieser Richtung mußte zunächst der Einfluß einer Änderung der 
CaCl,-Konzentration einer Prüfung unterzogen werden. Versuch 32 
zeigt die Höhe der Gerinnungstemperatur bei verschiedenem CaCl,- 
Gehalt zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung. 


Versuch 32. 


Es werden nacheinander eine Reihe von Gerinnungsversuchen an- 
gesetzt nach folgender Anordnung: 2,0 ccm Regulator ph 6,35+ 5,0 Aqua 
dest. + 1,0 Ferment F.10-3 + 1,0 Milch. 

Jeweils 5, 10 und 15 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung wird 
1,0 ccm einer CaCl,-Lösung zugegeben, deren Gehalt zwischen !/,, */,, Ya und 
!/ molar variiert wurde. Nach dem CaCl,-Zusatz werden die Röhrchen in 
das Wasserbad von 80° zur Bestimmung der Gerinnungstemperatur ge- 
bracht; diese wird in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle XI. 


Tabelle XI. 


Gerinnungstemperaturen zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung 
bei verschiedenem CaCl,-Gehalt. 


| KSE stemperatur 














Min. „nach, Zusatz der Ca Clos Lösung 
pi ri o E AA = mh ==, | m me] mh Emir 
Dauer d. md 540 480 430 
bis zum > 500 430 390 
Ca-Zusatz und cos! 530 430 370 340 





Der Versuch lehrt, daß die Gerinnungstemperatur in gleichen 
Stadien der Fermentwirkung oder, wie man wohl sagen darf, bei 
gleichen Mischungen von Casein und Paracasein von dem Ca-Gehalte 
der Lösung in hohem Grade abhängig ist; je höher die CaCl,-Konzen- 
tration ist, desto niedriger ist die Gerinnungstemperatur. Als Deutung 
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dieses Befundes liegt wohl die Annahme am nächsten, daß das Para- 
casein bei höherem Ca-Gehalte mehr Ca bindet, sei es nun, daß 
vorher nur ein Teil des Paracaseins Calcium gebunden hatte, und daß 
der Anteil des Paracaseincalciums zunimmt, oder sei es, daß die vorher 
allein vorhandene Paracaseincalciumverbindung bei größerem Ca-Gehalte 
noch mehr Ca-Atome aufnimmt. Auf jeden Fall ist das bei höherem 
Ca-Gehalte der Lösung entstandene Produkt imstande, auf die Ge- 
rinnungstemperatur einen stärker erniedrigenden Einfluß auszuüben. 

Für die Verwendung der Gerinnungstemperaturen zur Analyse 
des fermentativen Vorganges ist aus diesen Befunden zu folgern, daß 
nur solche Gerinnungstemperaturen miteinander verglichen werden 
dürfen, die an Lösungen mit gleichem Ca-Gehalte gewonnen wurden. 
Als weitere Faktoren, die auf die Höhe der Gerinnungstemperatur 
von Einfluß sein könnten, kommen in Betracht der Grad der Milch- 
verdünnung und die Wasserstofízahl. Unter Berücksichtigung aller 
dieser Faktoren dürfte es erlaubt sein, aus der Höhe der Ge- 
rinnungstemperatur einen Rückschluß zu machen auf den Stand des 
Umwandlungsprozesses durch das Labferment zu dem Zeitpunkt, in 
dem die betreffende Probe der mit Lab versetzten Milch erhitzt 
wurde. Wir hätten also in der Bestimmung der Gerinnungstemperatur 
ein Mittel in der Hand, das es uns ermöglicht, während eines Lab- 
gerinnungsversuches beliebig oft in den augenblicklichen Stand der 
Fermentwirkung einen Einblick zu gewinnen. Wir können aber zu- 
nächst mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen nur solche Labungs- 
versuche in ihrem Ablauf untereinander vergleichen, bei denen 
die Faktoren, die die Höhe der Gerinnungstemperatur bestimmen 
(Ca-Gehalt, Milchverdünnung und ph), gleich groß sind. Um auch 
solche Versuche, bei denen diese Faktoren verschieden groß sind, 
miteinander vergleichen zu können, ist es nötig, für eine Reihe be- 
kannter Mischungen von Casein und Paracasein die Gerinnungs- 
temperaturen zu bestimmen unter systematischer Variation der Größe 
dieser Faktoren; erst dann ist es möglich, wenn die Größe der 
einzelnen Faktoren bekannt ist, aus der Höhe der Gerinnungs- 
temperatur auf die in der betreffenden Milchlösung vorhandene 
Mischung von Casein und Paracasein, d. h. auf den Stand der Ferment- 
wirkung, zurúckzuschlieBen. Bezeichnen wir die Zahl, welche angibt, 
wieviel Casein in Paracasein umgewandelt ist, als Umwandlungszahl, 
so würde es nach Bestimmung der Gerinnungstemperatur unter 
Variation der Größe der maßgebenden Faktoren möglich sein, die in 
einem bestimmten Versuche gewonnenen Gerinnungstemperaturen zu 
ersetzen durch die betreffenden Umwandlungszahlen. Mit Hilfe dieser 
Umwandlungszahlen könnten dann Versuche, bei denen Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph nicht gleich groß waren, direkt miteinander 
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bezüglich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Dies 
Vorgehen ist natúrlich nur dann berechtigt, wenn die Gerinnungs- 
temperaturen der bei der Labung auf natirliche Weise entstehenden 
Casein-Paracaseingemische identisch sind mit den Gerinnungstempera- 
turen der unter gleichen Bedingungen angesetzten künstlichen Gemische 
von gelabter und ungelabter Milch, welche die gleiche Mischung von 
Casein und Paracasein aufweisen. Es liegen indes keine Bedenken 
gegen die Annahme einer solchen Identität vor. 

Wir haben die Umwandlungszahlen von Mischungen gelabter und 
ungelabter Milch bei einem CaCl,-Gehalte von 12,5, 25, 50 und 
100 Millimol bestimmt, und zwar wurden die Bestimmungen sowohl 
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an 10 wie an 30fach verdünnter Milch durchgeführt, ferner das eine 
Mal bei ph 6,4 und ein zweites Mal bei ph 5,4. Jede Gerinnungs- 
temperatur wurde doppelt bestimmt; die Versuchsanordnung war die 
gleiche wie in Versuch 31; nur mufte bei den Proben, die fast nur 
ungelabte Milch enthielten, die Wasserbadtemperatur auf 90 bis 100° 
erhöht werden. Tabelle XII und XIII geben die Resultate wieder; 
diese sind in den Abbildungen 8 und 9 graphisch dargestellt. In 
diesen sind die Gerinnungstemperaturen in ein Koordinatensystem ein- 
getragen (Ordinate: Gerinnungstemperaturen, Abszisse: Umwandlungs- 
zahlen); die Gerinnungstemperaturen der Lösungen mit gleichem 
CaCl,-Gehalte sind zu einem Kurvenzuge verbunden (bei 10facher 
Milchverdünnung ausgezogene, bei 30facher unterbrochene Linie). 
Abbildung 8 gibt die bei ph 6,40 bestimmten Gerinnungstemperaturen 


GO P. Rona u. E. Gabbe: 


wieder; diese nehmen mit steigendem Ca-Gehalte der Lösung ab; bei 
30fach verdünnter Milch sind die Gerinnungstemperaturen durchweg 
beträchtlich höher als bei 10facher Milchverdünnung; der Kurven- 
verlauf ist bei 10facher Verdünnung ziemlich geradlinig, d. h. die 
Abnahme der Gerinnungstemperatur ist ungefähr der Zunahme des 
Paracaseingehaltes proportional. Bei 30facher Verdünnung der Milch 
ist jedoch zunächst die Abnahme der Gerinnungstemperatur im Ver- 
gleich zur Zunahme des Paracaseins gering; erst wenn das Paracasein 
auf 60°/, angewachsen ist, setzt eine stärkere Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur ein. Die bei 30facher Milchverdünnung gewonnenen 
Kurven verlaufen daher gekrümmt. Diese Befunde können vielleicht 
mit dem verschiedenen Verhalten der Schutzwirkung des Caseins auf 
das Paracasein bei verschiedenen Milchverdünnungen gedeutet werden. 
Die einzige Versuchsbedingung, welche die Kurven der Abbildung 9 
von denen der Abbildung 8 unterscheidet, ist die, daß die Flüssigkeiten 
bei den Bestimmungen der Abbildung 9 ein ph 5,45 (gegen ph 6,40 
der Abbildung 8) aufwiesen. Die Abbildung 9 bietet nur in einem 
Punkte eine wesentliche Abweichung im Vergleich mit Abbildung 8; 
während bei dieser von den Kurven mit gleicher Milchverdünnung 
die dem höchsten CaCl,-Gehalte entsprechende am tiefsten liegt, 
also die niedrigsten Gerinnungstemperaturen aufweist, haben in der 
Abbildung 9 Kurven mit mittlerem CaCl,-Gehalt die tiefste Lage, 
und die Kurven mit niedrigerem oder mit höherem CaCl,- Gehalte 
liegen höher. Bei lOfacher Milchverdünnung (und ph 5,45) ist die 
Gerinnungstemperatur der Lösungen mit verschiedenen Umwandlunßs- 
zahlen am niedrigsten bei dem CaCl,-Gehalt von 25 und 50 Millimol 
pro Liter; bei 30facher Milchverdünnung haben die Lösungen mit 
50 Millimol CaCl, das Minimum der Gerinnungstemperatur, und 
sowohl bei 25 wie bei 100 Millimol CaCl, sind die Gerinnungs- 
temperaturen wieder hóber. Vielleicht darf man daran denken, daß 
dese Abweichungen der Abbildung 9 von den Kurven der Abbildung 8 
damit zusammenhängen, daß das Paracaseincalcium bei ph 5,45 
nicht mehr ganz unlöslich ist. 

Mit Hilfe der Abbildungen 8 und 9 ist es möglich, die Gerinnungs- 
temperaturen eines Labungsversuches als Umwandlungszahlen aus- 
zudrücken, wenn die Bedingungen des Versuches den in den Ab- 
bildungen 8 und 9 vorkommenden entsprechen. Mit Hilfe der so 
erhaltenen Umwandlungszahlen lassen sich Versuche bezüglich des 
Ganges der Fermentwirkung direkt vergleichen, die in Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph voneinander abweichen. Es sei noch be- 
merkt, daß die Bestimmungen von Versuch 34 (Abbildung 9) keine 
Anhaltspunkte ergeben, daß eine, wie oben erwähnt, möglicher- 
weise geringere Zerstörung des Fermentes bei höherer % die Fest- 
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stellung der Gerinnungstemperaturen bei dieser höheren A beein- 
trächtigte. 

Wir sind endlich noch imstande dadurch, daß wir an Stelle der 
Gerinnungstemperatur die zugehörige Umwandlungszahl setzen, die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung leicht zu übersehen und zu 
studieren. 

Ergebnis: 1. Es wird gezeigt, daß es praktisch durchführbar ist, 
den Ablauf der Fermentwirkung mit Hilfe der Bestimmung von Ge- 
rinnungstemperaturen zu verschiedenen Zeiten der Fermentwirkung 
zu verfolgen. 

2. Jeder Casein- Ee kommt eine bestimmte Ge 
rinnungstemperatur zu, wenn CaCl,-Gehalt, Milchverdünnung und ph 
konstant gehalten werden. 

3. Bei ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur einer bestimmten 
Mischung von gelabter und ungelabter Milch um so höher, je geringer 
der CaCl,-Gehalt und je größer die Milchverdünnung ist; bei ph 5,40 
weisen mittlere CaCl,-Konzentrationen ein Minimum der Gerinnungs- 
temperatur auf, diese steigt auch bei ph 5,40 mit dem Grade der 
Milchverdünnung. 

4. Bezeichnet map den Gehalt einer bestimmten Casein-Paracasein- 
mischung an Paracasein in Prozenten der Gesamtmischung als Um- 
wandlungszahl, so ist die Umwandlungszahl in Gerinnungsversuchen 
bestimmbar durch die Gerinnungstemperatur, wenn an künstlichen 
Mischungen von gelabter und ungelabter Milch die Gerinnungs- 
temperaturen bei Variation von Ca-Gehalt, Milchverdünnung und p} 
festgelegt werden. 

5. Bei Wiedergabe der Gerinnungstemperaturen als Umwandlungs- 
zahlen können Labungsversuche, die bei verschiedenem Ca-Gehalte und 
anderer Milchverdünnung angestellt wurden, direkt miteinander hinsicht- 
lich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Auf diese Weise 
kann die Geschwindigkeit der Fermentwirkung untersucht werden. 


b) Versuche. 


(Inhalt: Es wird gezeigt, daß das Calcium bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung diese beschleunigt oder verlangsamt, je nach der an- 
gewandten Konzentration. Bei späterem Zusatz während der Ferment- 
wirkung bewirkt das Calcium stets eine Verzögerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen, was als verlangsamte Entstehung des Para- 
caseincalciums gedeutet werden kann.) 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daß folgende Bestand- 
teile der Reihe nach in ein Becherglas gegeben wurden: 

16,0 ccm Regulator (ph 6,40 bzw. 5,40). 
40,0 , Aqua dest. 

8,0 ,, Ferment. 

8,0 ,, Milch (*/, bzw. !/,). 
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Hierzu wurde zu dem in den Versuchen angegebenen Zeitpunkt 8,0 ccm 
CaCl,-Lósung von der in der betreffenden Tabelle angegebenen Konzen- 
tration hinzugefügt und sogleich nach dem CaCl,-Zusatz und gutem Ver- 
mischen die gesamte Flüssigkeit auf Reagenzgláser in Proben von je 5,0 cem 
verteilt; mittels je einer dieser Proben wurde zu den in den Versuchen 
angegebenen Zeiten die Gerinnungstemperatur bestimmt unter Beachtung 
der im vorhergehenden Abschnitt gegebenen Anweisungen. 

In den Tabellen XIV, XV, XVI und XVII sind die Daten von 
derartigen Versuchen mitgeteilt; diese sind in den Abbildungen 10 
bis 15 graphisch dargestellt. Die Kurven der Abbildung 10 stellen 
die Analyse von drei charakteristischen Kurvenpunkten der Kurve 2 
in Abbildung 1 dar, und zwar die mit dem CaCl,-Zusatz 0, 6 und 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. In dem schräg nach 
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unten abwärts gerichteten Kurvenverlauf kommt die Abnahme der 
Gerinnungstemperaturen während der Fermentwirkung und damit der 
Fortschritt derselben zum Ausdruck; der ziemlich geradlinige Abfall 
der Kurve a in Abbildung 10 deutet auf eine mit annähernd gleich- 
mäßiger Geschwindigkeit ablaufende Fermentwirkung. In diesem 
Falle war das CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung zugesetzt; wird 
das Calcium erst später zugefügt, so ergeben sich die Kurven b und e: 
in diesen liegt zunächst der Anfangspunkt höher als die Kurve a, 
und zwar um 5 bis 7°; dies muß dahin gedeutet werden, daß das 
Ferment ohne die Gegenwart von CaCl, langsamer gewirkt hat. Sodann 
erfolgt der Abfall der Kurven b und e allmählicher als der von a, 
d.h. die Abnahme der Gerinnungstemperatur ist in gleichen Zeit- 
abschnitten bei b und e geringer als bei a. Wie im vorausgehenden 
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Mitte gelegenen ph 5,7 als einziger unterscheidender Versuchsbedingung 
im Vergleich mit den Versuchen 9 und 22. 

Ergebnis: Wird das Calciumchlorid nicht zu Beginn der Ferment- 
wirkung, sondern erst später zugefügt, so ist die Gerinnungszeit ver- 
längert; bei noch späterem CaCl,-Zusatz nimmt die Gerinnungszeit 
wieder ab. Mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Ge- 
rinnungszeit zu bei Zusatz gleich zu Beginn der Fermentwirkung; 
mit Steigerung der CaCl,-Konzentration nimmt die Gerinnungszeit ab 
bei Zusatz des CaCl, gegen Ende der Fermentwirkung. 


8. Analyse des Ganges der Fermentwirkung durch Feststellung 
von Gerinnungstemperaturen (insbesondere bei variiertem Calclumzusatz). 


a) Methodisches. 

(Inhalt: 1. Es wird erörtert, worauf sich die Möglichkeit der Analyse 
der Fermentwirkung mittels ‚„„Gerinnungstemperaturen‘“ gründet. — 2. Be- 
stimmung der Gerinnungstemperaturen an Mischungen von gelabter und 
ungelabter Milch. — 3. Der Einfluß des Calciums auf die Gerinnungs- 
temperatur. — 4. Bestimmung der Gerinnungstemperatur für ‚bestimmte 
„Umwandlungszahlen‘ bei Variation von Kalkgehalt, Milchverdünnung 
und ph.) 

Die von Arthus und Pages (2) festgestellte Änderung der Hitze- 
gerinnbarkeit der Milch während der Labwirkung könnte zur Ver- 
folgung der fermentativen Umwandlung des Caseins etwa folgender- 
maßen zur Anwendung kommen: Nach Zusatz des Ferments werden 
der Milch zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen; diese werden 
im Wasserbad von höherer Temperatur so weit erwärmt, bis Gerinnung 
eintritt; die Temperatur der Milchprobe, bei der die Gerinnung ein- 
tritt, wird notiert. Die Annahme, daß es auf diese Weise möglich 
sei, durch die festgestellte Temperaturhöhe den augenblicklichen Stand 
des bei Zimmertemperatur ablaufenden Umwandlungsvorganges zu 
charakterisieren, hat zur Voraussetzung, daß in der Zeit vom Beginn 
der Erwärmung bis zum Eintritt der Gerinnung eine nennenswerte 
Veränderung am Casein nicht mehr erfolgt, bzw. daß eine etwa noch 
stattfindende Umwandlung ohne wesentliche Beschleunigung vor sich 
geht, so daß die kurze Zeit der Erwärmung auf die betreffende 
Temperatur gegen die bereits vorhandene Zeit der Caseinumwandlung 
nicht in Betracht kommt. Ferner ist natürlich Voraussetzung, daß 
in jedem Zeitpunkt des fermentativen Prozesses eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden 
kann. Die erste Vorbedingung kann nach der vorliegenden Literatur 
als erfüllt angesehen werden. Nach Bang (10) wird das Labferment 
bereits bei 40° zerstört, und zwar nach van Dam (6) durch die Wirkung 
der OH-Ionen. Diese Anschauung fand eine Bestätigung durch 
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Michaelis und Rothstein (14), welche die Zerstörung des Fermentes 
durch O H-Ionen mit verbesserter Metnodik untersuchten. Temperatur- 
erhöhung bewirkt nach diesen Autoren dasselbe wie Alkalisierung, 
nämlich eine Vermehrung der OH-Ionen, welche das Ferment mit 
einer Geschwindigkeit zerstören, welche proportional ist der vierten 
Potenz der OH-Ionenkonzentration. Da bei Zimmertemperatur die Zer- 
störung des Ferments bereits etwa bei ph 6,5 beginnt, muß angenommen 
werden, daß bei ph 6,4 die Zerstörung ebenfalls schnell stattfindet, 
wenn die fermenthaltige Flüssigkeit auf höhere Temperatur erwärmt 
wird. Denn hierdurch tritt eine sehr in Betracht zu ziehende Ver- 
mehrung der OH-Tonen ein [vgl. Michaelis (15)]. Ob bei einer 
höheren h, z. B. ph 5,4, eine in gleichem Maße stattfindende Zerstörung 
des Ferments beim Erwärmen auf höhere Temperatur erwartet werden 
kann, muß zumindest als fraglich bezeichnet werden. Vermutlich 
liegt die Temperatur, bei der die Zerstörung beginnt, höher als im 
ersten Falle 1). 

Die erwähnte zweite Vorbedingung, daß die für einen bestimmten 
Umwandlungsgrad charakteristische Gerinnungstemperatur mit ge- 
nügender Genauigkeit bestimmt werden kann, ist einer experimentellen 
Prüfung leicht zugänglich. Dies zeige folgender Versuch: Die Milch 
wird unter Regulatorzusatz verdünnt, die eine Hälfte a mit Ferment, 
die andere b mit einer gleichen Menge Wasser versetzt. Der Ab- 
schluß der fermentativen Umwandlung des Caseins zu Paracasein wird 
zu dem Zeitpunkt angenommen, wenn in einer ebenso wie a zu- 
sammengesetzten Lösung mit zu Beginn der Fermentwirkung er- 
folgtem Zusatz von 50 Millimol CaCl, Gerinnung eingetreten ist. Nach 
Ablauf dieser Zeit wird die gelabte mit der ungelabten Milch in 
einem bestimmten Verhältnis gemischt, sodann CaCl, zugefügt und 
die Mischung (5,0 in einem Reagenzglase) im Wasserbad von 75 bis 
80°s0 lange erwärmt, bis Gerinnung auftritt; die Flüssigkeit im Reagenz- 
glase wird während der Erwärmung mit einem Thermometer (Ein- 
teilung in halbe Grade genügt) stark gerührt und die Temperatur 
bei der Gerinnung abgelesen; es ist zweckmäßig, das Reagenzglas 
schon aus dem Wasserbade zu entfernen, wenn das Thermometer 
noch eine Temperatur zeigt, die 5 bis 7° unter der zu erwartenden 
Gerinnungstemperatur liegt; die Temperatur steigt dann auch außer- 
halb des Wasserbades noch um einige Grade an; es wird so eine zu 
starke Erwärmung verhütet; tritt dann die Gerinnung noch nicht 
alsbald ein, so wird das Reagenzglas für einige Sekunden in das 
Wasserbad zurückgebracht; zur Erkennung des Beginns der Flöckchen- 
bildung wird das Thermometer am besten nach vorheriger Ablesung 


1) Vgl. hierzu auch Fuld, l. c.; Morgenroth, 1. c. 
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für einen Moment über den Flüssigkeitsspiegel heraufgezogen. Bei 
diesem Vorgehen wird die Gerinnungstemperatur durch die Erwärmung 
während 15 bis 45 Sekunden je nach Höhe der betreffenden Temperatur 
erreicht, und es gelingt bei einiger Übung leicht, die Gerinnungs- 
temperatur zu bestimmen mit einer Fehlerbreite von nur etwa 2 
trotz des ziemlich groben Verfahrens. Diese Genauigkeit genügt, wie 
die Versuche zeigen, für unsere Fragestellung. Die Einzelheiten des 
Versuchs zeigt folgendes Beispiel: 


Versuch 31. 


Es werden für jede der sieben in Takelle X aufgeführten Mischungen 
(Nr. 1 bis 7) drei Röhrchen angesetzt, und zwar a) zur Herstellung der 
gelabten Milch, b) für die ungelabte und c) als Kontrolle zur Bestimmung 
der zur vollständigen Labung von a) nötigen Zeit: 
a) 2,0 ccm Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest. -+ 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-2 

b) 2,0 ccm Regulator ph 6,40 + 6,0 Aqua dest. + 1,0 Milch. 

c) 2,0 com Regulator ph 6,40 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 Milch + 1,0 
Ferment F.10-3 + 1,0 CaCl, 0,5 mol. 

Bei Eintritt der Gerinnung in c) wird von a) die in Tabelle X an- 
gegebene Menge (bzw. Nr. 1 bis 7 unter gelabter Milch) in ein Röhrchen 
gegeben, welches schon mit der zugehörigen Menge CaCl,-Lösung und 
ungelabter Milch b) beschickt ist; darauf wird sofort die Gerinnungstempe- 
ratur auf die oben angegebene Weise bestimmt. Die in a) und b) angesetzten 
Mengen reichen hin zur Herstellung von zwei gleichartigen Mischungen; 
ihre Gerinnungstemperaturen sind in der Tabelle X unter A aufgeführt; 
die Zahlen unter B sind auf dieselbe Weise gewonnen mit der einzigen Ab- 
weichung, daß die Röhrchen a) noch 10 Minuten nach Gerinnung von c) 
stehen gelassen wurden vor Ansatz der Mischung a) + b), und dem fol- 
genden Erwärmen. Die Gerinnungszeit in den c)-Röhrchen betrug 20 
Minuten. | 











Tabelle X. 
Gerinnungstemperatur der Mischungen von gelabter und ungelabter Milch. 
lee ee, re IN 
o Calk | Milch BIER} | 
Se 0 mol. | ungelabt | gelabt | a ei EM à . Es u 
1! 05 4,5 0,0 ` 0 680 00% at ce. ur ZE 
2:05 36 0,9 ` 20 | 660 650 64 640 
3105 | 27 18 | 40 | 540 560 | 510 | 52 
4 | 05 Lë 2,7 60 450 460 j 440 440 
5 | 05 ' 09 3,6 . 80 | 380 360 35% ¡ 330 
6 | 05 0145 4,05 ` 90 350 340 320 31° 
7,05 ; 000 | 4,50 , 100 2m 210 211 21° 


Der Versuch 31 zeigt, daß Mischungen von gelabter und un- 
gelabter Milch nach CaCl,-Zusatz eine charakteristische ‚Gerinnungs- 
temperatur“ aufweisen, die sich auf die angegebene Weise mit aus- 
reichender Genauigkeit bestimmen läßt. Die Zahlen unter B sind 
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nur wenig kleiner als die unter A; es kann hiernach angenommen 
werden, daß in der Gerinnungszeit von c auch in den Ca-freien 
a-Röhrchen die fermentative Umwandlung des Caseins praktisch be- 
endet war. 

Dieser Versuch berechtigt ferner zu der Annahme, daß auch die 
während der Labwirkung auf die Milch jeweils vorhandenen natür- 
liehen Mischungen von Casein und Paracasein eine charakteristische 
Gerinnungstemperatur aufweisen. Nach dieser Auffassung wäre die 
Höhe der Gerinnungstemperatur in einem bestimmten Zeitpunkt eines 
Labungsversuches lediglich auf den Grad der Umwandlung des Caseins 
zu beziehen, d. h. auf die Vorgänge in der ersten Phase der Labung. 
Wir müssen uns aber fragen, ob außer diesem Faktor des Mischungs- 
verhältnisses Casein zu Paracasein auch noch andere Einflüsse, die 
möglicherweise nur mit der zweiten Phase der Gerinnung etwas zu 
tun haben, einen Einfluß auf die Temperatur der Gerinnung ausüben. 
In dieser Richtung mußte zunächst der Einfluß einer Änderung der 
CaCl,-Konzentration einer Prüfung unterzogen werden. Versuch 32 
zeigt die Höhe der Gerinnungstemperatur bei verschiedenem CaCl,- 
Gehalt zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung. 


Versuch 32. 


Es werden nacheinander eine Reihe von Gerinnungsversuchen an- 
gesetzt nach folgender Anordnung: 2,0 ccm Regulator ph 6,35+ 5,0 Aqua 
dest. + 1,0 Ferment F.10-3 + 1,0 Milch. 

Jeweils 5, 10 und 15 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung wird 
1,0 ccm einer CaCl,-Lösung zugegeben, deren Gehalt zwischen 14, Ti, % und 
1, molar variiert wurde. Nach dem CaCl,-Zusatz werden die Röhrchen in 
das Wasserbad von 80° zur Bestimmung der Gerinnungstemperatur ge- 
bracht; diese wird in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle XI. | 


Tabelle XI. 


Gerinnungstemperaturen zu bestimmten Zeiten der Fermentwirkung 
bei verschiedenem CaCl,-Gehalt. 











| Gerinnungstemperatur 














Min. | nach Zusatz der Ca Cl,» Lösung 
Dauer d. Fermentwirkg. | 5 640 540 480 430 
| bis zum | 10 610 500 430 390 
Ca-Zusatz und Erhitzen 15 530 430 370 340 


Der Versuch lehrt, daß die Gerinnungstemperatur in gleichen 
Stadien der Fermentwirkung oder, wie man wohl sagen darf, bei 
gleichen Mischungen von Casein und Paracasein von dem Ca-Gehalte 
der Lösung in hohem Grade abhängig ist; je höher die CaCl,-Konzen- 
tration ist, desto niedriger ist die, Gerinnungstemperatur. Als Deutung 
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dieses Befundes liegt wohl die Annahme am nächsten, daß das Para- 
casein bei höherem Ca-Gehalte mehr Ca bindet, sei es nun, daß 
vorher nur ein Teil des Paracaseins Calcium gebunden hatte, und daß 
der Anteil des Paracaseincalciums zunimmt, oder sei es, daß die vorher 
allein vorhandene Paracaseincalciumverbindung bei größerem Ca- Gehalte 
noch mehr Ca-Atome aufnimmt. Auf jeden Fall ist das bei höherem 
Ca-Gehalte der Lösung entstandene Produkt imstande, auf die Ge- 
rinnungstemperatur einen stärker erniedrigenden Einfluß auszuüben. 

Für die Verwendung der Gerinnungstemperaturen zur Analyse 
des fermentativen Vorgangrs ist aus diesen Befunden zu folgern, daß 
nur solche Gerinnungstemperaturen miteinander verglichen werden 
dürfen, die an Lösungen mit gleichem Ca-Gehalte gewonnen wurden. 
Als weitere Faktoren, die auf die Höhe der Gerinnungstemperatur 
von Einfluß sein könnten, kommen in Betracht der Grad der Milch- 
verdünnung und die Wasserstoffzahl. Unter Berücksichtigung aller 
dieser Faktoren dürfte es erlaubt sein, aus der Höhe der Ge- 
rinnungstemperatur einen Rückschluß zu machen auf den Stand des 
Umwandlungsprozesses durch das Labferment zu dem Zeitpunkt, in 
dem die betreffende Probe der mit Lab versetzten Milch erhitzt 
wurde. Wir hätten also in der Bestimmung der Gerinnungstemperatur 
ein Mittel in der Hand, das es uns ermöglicht, während eines Lab- 
gerinnungsversuches beliebig oft in den augenblicklichen Stand der 
Fermentwirkung einen Einblick zu gewinnen. Wir können aber zu- 
nächst mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen nur solche Labungs- 
versuche in ihrem Ablauf untereinander vergleichen, bei denen 
die Faktoren, die die Höhe der Gerinnungstemperatur bestimmen 
(Ca-Gehalt, Milchverdünnung und ph), gleich groß sind. Um auch 
solche Versuche, bei denen diese Faktoren verschieden groß sind, 
miteinander vergleichen zu können, ist es nötig, für eine Reihe be- 
kannter Mischungen von Casein und Paracasein die Gerinnungs- 
temperaturen zu bestimmen unter systematischer Variation der Größe 
dieser Faktoren; erst dann ist es möglich, wenn die Größe der 
einzelnen Faktoren bekannt ist, aus der Höhe der Gerinnungs- 
temperatur „uf die in der betreffenden Milchlösung vorhandene 
Mischung von Casein und Paracasein, d. h. auf den Stand der Ferment- 
wirkung, zurückzuschließen. Bezeichnen wir die Zahl, welche angibt, 
wieviel Casein in Paracasein umgewandelt ist, als Umwandlungszahl, 
so würde es nach Bestimmung der Gerinnungstemperatur unter 
Variation der Größe der maßgebenden Faktoren möglich sein, die in 
einem bestimmten Versuche gewonnenen (Gerinnungstemperaturen zu 
ersetzen durch die betreffenden Umwandlungszahlen. Mit Hilfe dieser 
Umwandlungszahlen könnten dann Versuche, bei denen Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph nicht gleich groß waren, direkt miteinander 
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bezüglich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Dies 
Vorgehen ist natúrlich nur dann berechtigt, wenn die Gerinnungs- 
temperaturen der bei der Labung auf natiirliche Weise entstehenden 
Casein-Paracaseingemische identisch sind mit den Gerinnungstempera- 
turen der unter gleichen Bedingungen angesetzten künstlichen Gemische 
von gelabter und ungelabter Milch, welche die gleiche Mischung von 
Casein und Paracasein aufweisen. Es liegen indes keine Bedenken 
gegen die Annahme einer solchen Identität vor. 

Wir haben die Umwandlungszahlen von Mischungen gelabter und 
ungelabter Milch bei einem CaCl,-Gehalte von 12,5, 25, 50 und 
100 Millimol bestimmt, und zwar wurden die Bestimmungen sowohl 
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an 10 wie an 30fach verdünnter Milch durchgeführt, ferner das eine 
Mal bei ph 6,4 und ein zweites Mal bei ph 5,4. Jede Gerinnungs- 
temperatur wurde doppelt bestimmt; die Versuchsanordnung war die 
gleiche wie in Versuch 31; nur mufte bei den Proben, die fast nur 
ungelabte Milch enthielten, die Wasserbadtemperatur auf 90 bis 100° 
erhöht werden. Tabelle XII und XIII geben die Resultate wieder; 
diese sind in den Abbildungen 8 und 9 graphisch dargestellt. In 
diesen sind die Gerinnungstemperaturen in ein Koordinatensystem ein- 
getragen (Ordinate: Gerinnungstemperaturen, Abszisse: Umwandlungs- 
zahlen); die Gerinnungstemperaturen der Lösungen mit gleichem 
CaCl,-Gehalte sind zu einem Kurvenzuge verbunden (bei lOfacher 
Milchverdünnung ausgezogene, bei 30facher unterbrochene Linie). 
Abbildung 8 gibt die bei ph 6,40 bestimmten Gerinnungstemperaturen 
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wieder; diese nehmen mit steigendem Ca-Gehalte der Lösung ab; bei 
30fach verdünnter Milch sind die Gerinnungstemperaturen durchweg 
beträchtlich höher als bei 10facher Milchverdünnung; der Kurven- 
verlauf ist bei lOfacher Verdünnung ziemlich geradlinig, d. h. die 
Abnahme der Gerinnungstemperatur ist ungefähr der Zunahme des 
Paracaseingehaltes proportional. Bei 30facher Verdünnung der Milch 
ist jedoch zunächst die Abnahme der Gerinnungstemperatur im Ver- 
gleich zur Zunahme des Paracaseins gering; erst wenn das Paracasein 
auf 60°/, angewachsen ist, setzt eine stärkere Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur ein. Die bei 30facher Milchverdünnung gewonnenen 
Kurven verlaufen daher gekrümmt. Diese Befunde können vielleicht 
mit dem verschiedenen Verhalten der Schutzwirkung des Caseins auf 
das Paracasein bei verschiedenen Milchverdünnungen gedeutet werden. 
Die einzige Versuchsbedingung, welche die Kurven der Abbildung 9 
von denen der Abbildung 8 unterscheidet, ist die, daß die Flüssigkeiten 
bei den Bestimmungen der Abbildung 9 ein ph 5,45 (gegen ph 6,40 
der Abbildung 8) aufwiesen. Die Abbildung 9 bietet nur in einem 
Punkte eine wesentliche Abweichung im Vergleich mit Abbildung 8; 
während bei dieser von den Kurven mit gleicher Milchverdünnung 
die dem höchsten CaCl,-Gehalte entsprechende am tiefsten liegt, 
also die niedrigsten Gerinnungstemperaturen aufweist, haben in der 
Abbildung 9 Kurven mit mittlerem CaCl,-Gehalt die tiefste Lage, 
und die Kurven mit niedrigerem oder mit höherem CaCl,- Gehalte 
liegen höher. Bei 10facher Milchverdünnung (und ph 5,45) ist die 
Gerinnungstemperatur der Lösungen mit verschiedenen Umwandlunßs- 
zahlen am niedrigsten bei dem CaCl,-Gehalt von 25 und 50 Millimol 
pro Liter; bei 30facher Milchverdünnung haben die Lösungen mit 
50 Millimol CaCl, das Minimum der Gerinnungstemperatur, und 
sowohl bei 25 wie bei 100 Millimol CaCl, sind die Gerinnungs- 
temperaturen wieder höber. Vielleicht darf man daran denken, daß 
dese Abweichungen der Abbildung 9 von den Kurven der Abbildung $ 
damit zusammenhängen, daß das Paracaseincalcium bei ph 5,45 
nicht mehr ganz unlöslich ist. 

Mit Hilfe der Abbildungen 8 und 9 ist es möglich, die Gerinnungs- 
temperaturen eines Labungsversuches als Umwandlungszahlen aus- 
zudrücken, wenn die Bedingungen des Versuches den in den Ab- 
bildungen 8 und 9 vorkommenden entsprechen. Mit Hilfe der so 
erhaltenen Umwandlungszahlen lassen sich Versuche bezüglich des 
Ganges der Fermentwirkung direkt vergleichen, die in Ca-Gehalt, 
Milchverdünnung oder ph voneinander abweichen. Es sei noch be- 
merkt, daß die Bestimmungen von Versuch 34 (Abbildung 9) keine 
Anhaltspunkte ergeben, daß eine, wie oben erwähnt, möglicher- 
weise geringere Zerstörung des Fermentes bei höherer h die Fest- 
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stellung der Gerinnungstemperaturen bei dieser höheren A beein- 
trächtigte. 

Wir sind endlich noch imstande dadurch, daß wir an Stelle der 
Gerinnungstemperatur die zugehörige Umwandlungszahl setzen, die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung leicht zu übersehen und zu 
studieren. 

Ergebnis: 1. Es wird gezeigt, daß es praktisch durchführbar ist, 
den Ablauf der Fermentwirkung mit Hilfe der Bestimmung von Ge- 


rinnungstemperaturen zu verschiedenen Zeiten der Fermentwirkun 


zu verfolgen. 


2. Jeder Casein-Paracaseinmischung kommt eine bestimmte Ge ` 


rinnungstemperatur zu, wenn CaCl,-Gehalt, Milchverdünnung und ph 
konstant gehalten werden. 

3. Bei ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur einer bestimmten 
Mischung von gelabter und ungelabter Milch um so höher, je geringer 
der CaCl,-Gehalt und je größer die Milchverdünnung ist; bei pA 5,40 
weisen mittlere CaCl,-Konzentrationen ein Minimum der Gerinnungs- 
temperatur auf, diese steigt auch kei ph 5,40 mit dem Grade der 
Milchverdünnung. 

4. Bezeichnet mar den Gehalt einer bestimmten Casein-Paracasein- 
mischung an Paracasein in Prozenten der Gesamtmischung als Um- 
wandlungszahl, so ist die Umwandlungszahl in Gerinnungsversuchen 





bestimmbar durch die Gerinnungstemperatur, wenn an künstlichen 
Mischungen von gelabter und ungelabter Milch die Gerinnungs- ' 
temperaturen bei Variation von Ca-Gehalt, Milchverdünnung und p ` 


festgelegt werden. 

5. Bei Wiedergabe der Gerinnungstemperaturen als Umwandlungs- 
zahlen können Labungsversuche, die bei verschiedenem Ca-Gehalte und 
anderer Milchverdünnung angestellt wurden, direkt miteinander hinsicht- 
lich des Ganges der Fermentwirkung verglichen werden. Auf diese Weise 
kann die Geschwindigkeit der Fermentwirkung untersucht werden. 


b) Versuche. 


(Inhalt: Es wird gezeigt, daß das Calcium bei Zusatz zu Beginn der 
Fermentwirkung diese beschleunigt oder verlangsamt, je nach der an- 
gewandten Konzentration. Bei späterem Zusatz während der Ferment- 
wirkung bewirkt das Calcium stets eine Verzögerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen, was als verlangsamte Entstehung des Para- 
caseincalciums gedeutet werden kann.) 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daß folgende Bestand- 
teile der Reihe nach in ein Becherglas gegeben wurden: 

16,0 ccm Regulator (ph 6,40 bzw. 5,40). 
40,0 ,, Aqua dest. 

80 ,, Ferment. 

8,0 ,, Milch (!/, bzw. !/,). 
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Hierzu wurde zu dem in den Versuchen angegebenen Zeitpunkt 8,0 cem 
CaCl,-Lösung von der in der betreffenden Tabelle angegebenen Konzen- 
tration hinzugefügt und sogleich nach dem CaCl,-Zusatz und gutem Ver- 
mischen die gesamte Flüssigkeit auf Reagenzgläser in Proben von je 5,0 ccm 
verteilt; mittels je einer dieser Proben wurde zu den in den Versuchen 
angegebenen Zeiten die Gerinnungstemperatur bestimmt unter Beachtung 
der im vorhergehenden Abschnitt gegebenen Anweisungen. 


In den Tabellen XIV, XV, XVI und XVII sind die Daten von 
derartigen Versuchen mitgeteilt; diese sind in den Abbildungen 10 
bis 15 graphisch dargestellt. Die Kurven der Abbildung 10 stellen 
die Analyse von drei charakteristischen Kurvenpunkten der Kurve 2 
in Abbildung 1 dar, und zwar die mit dem CaCl,-Zusatz 0, 6 und 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. In dem schräg nach 
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Abb. 10. Abb. 11. 








unten abwárts gerichteten Kurvenverlauf kommt die Abnahme der 
Gerinnungstemperaturen wáhrend der Fermentwirkung und damit der 
Fortschritt derselben zum Ausdruck; der ziemlich geradlinige Abfall 
der Kurve a in Abbildung 10 deutet auf eine mit annáhernd gleich- 
mäßiger Geschwindigkeit ablaufende Fermentwirkung. Tn diesem 
Falle war das CaCl, zu Beginn der Fermentwirkung zugesetzt; wird 
das Calcium erst später zugefügt, so ergeben sich die Kurven b und c; 
in diesen liegt zunächst der Anfangspunkt höher als die Kurve a, 
und zwar um 5 bis 7°; dies muß dahin gedeutet werden, daß das 
Ferment ohne die Gegenwart von CaCl, langsamer gewirkt hat. Sodann 
erfolgt der Abfall der Kurven b und e allmählicher als der von a, 
d.h. die Abnahme der Gerinnungstemperatur ist in gleichen Zeit- 
abschnitten bei b und e geringer als bei a. Wie im vorausgehenden 
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Tabelle XIV. (Abb. 10.) 
Analyse der Fermentwirkung I. 
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Versuch 35. 


Milchverdünnung 10fach; Ferment F.10-—3; ph 6,40. 
Z= Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Seit Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
Tabelle XV. (Abb. 11 und 14.) 
Analyse der Fermentwirkung II. 
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Versuch 36. 


Milchverdünnung 10fach; Ferment F.10-3; ph 6,40. 
Z= Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Nach Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
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Abschnitt dargelegt wurde, ist die Änderung der Gerinnungstemperatur 
innerhalb einer bestimmten Zeit in diesem Falle ein Maß für die 
Geschwindigkeit der Fermentwirkung. Wir müssen demnach schließen, 
daß die Geschwindigkeit der Fermentwirkung geringer ist, wenn das 
CaCl, später zugesetzt wird als bei Zusatz zu Beginn der Ferment- 
wirkung. 

In Abbildung 11 stellen die Kurven b und e die Analyse von 
Punkten der Kurve 1 in Abbildung 1 dar; im Vergleich mit den 
Kurven der Abbildung 10 besteht hier der Unterschied, daß der 
Anfangspunkt der Kurve c mit späterem Ca-Zusatz etwas tiefer liegt 
als die Kurve b, welche die Fermentwirkung bei Zusatz des CaCl, zu 


Öerinnungsfernpe r 


S 











0 10 20 30 40 50 g 
Zeitpunkt der Bestimmung der Gerimngs.” Temp Zen der Bestimmung der Germnungstemperatur 
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Abb. 12. Abb. 13. 


Anfang der Labwirkung zur Anschauung bringt; dieser Unterschied 
kann nur damit in Zusammenhang gebracht werden, daß hier die 
Menge des zugesetzten CaCl, doppelt so groß ist wie im vorigen 
Versuch. Während dort angenommen wurde, daß bei Kalkzusatz 
von Anfang an das Ferment schneller gewirkt hatte als ohne CaCl,, 
kann dieser Befund hier so gedeutet werden, daß bei Zusatz der 
doppelten Menge CaCl, das Ferment langsamer wirkt als ohne CaCl,. 
Wir hätten es demnach bei Kurve b der Abbildung 10 mit einer 
Verlangsamung der Fermentwirkung bei hoher Kalkkonzentration von 
Anfang der Labwirkung an zu tun. Wird nun aber diese hohe 
Kalkkonzentration erst 6 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung 
zugefügt (Kurve c), so tritt, nachdem anfänglich das Ferment schneller 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 5 
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Tabelle XVI. (Abb. 12 und 14). 
Analyse der Fermentwirkung III. 
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Versuch 37. 


Milchverdünnung 10fach bei g, h, i; 30fach bei k und l. 
Ferment F.10-3: ph 6,40. 

Z= Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* In Minuten nach Beginn der Fermentwirkung. 


Tabelle XVII. (Abb. 13 und 15). 
Analyse der Fermentwirkung IV. 
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Versuch 38. 
Milchverdünnung bei a, b, c 10fach; bei d, e, f, g 30fach. 
Ferment F.10-tph 5,43. 
Z=Zeitpunkt der Bestimmung der Gerinnungstemperatur G-T. 
* Nach Beginn der Fermentwirkung in Minuten. 
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gewirkt hatte, eine erhebliche Verlangsamung der Labwirkung auf; 
diese führt dazu, daß die Kurve c die Kurve b kreuzt; die Hemmung 
bei c ist so stark, daß die bei b von vornherein bestehende Ver- 
zögerung bei c noch beträchtlich übertroffen wird. 

Die Kurven d, e und f der Abbildung 11 zeigen Analysen von 
Kurvenpunkten der Kurve 3 in Abbildung 1. Für sich betrachtet, 
bieten diese Kurven nichts prinzipiell Neues im Vergleich mit den 
Kurven der Abbildung 10; nur ist die Verlangsamung der Ferment- 
wirkung noch viel beträchtlicher bei späterem CaCL-Zusatz. Auf- 
fallend ist nun aber der steile Abfall der Kurve d (CaCl,-Gehalt 
25 Millimol); dieser ist selbst noch steiler als der Abfall der Kurve a 
(CaCl,-Gehalt 50 Millimol). Zwar ist ein Vergleich dieser Kurven mit 
verschiedenem CaCl,-Gehalt nicht direkt möglich, da die Gerinnungs- 
temperaturen in gleichen Stadien der Fermentwirkung bei verschiedenem 
CaCl,-Gehalt der Lösung verschieden sind. Denn bei dem in diesen 
Versuchen vorhandenen ph 6,40 ist die Gerinnungstemperatur ceteris 
paribus um so niedriger, je höher der Kalkgehalt der Lösung ist. In 
Abbildung 11 haben aber gerade die Kurven mit dem geringsten 
Calciumgehalte die niedrigsten Gerinnungstemperaturen, wenn man 
Punkte mit gleicher Dauer der Fermentwirkung vergleicht. Die ver- 
schiedene Höhe der Gerinnungstemperaturen kann also nicht auf den 
verschiedenen Calciumgehalt bezogen werden; es bleibt daher nur 
übrig, die Änderung der Gerinnungstemperaturen bei Erhöhung des 
Calciumgehaltes auf eine Änderung der Fermentwirkung zu beziehen, 
wie sie schon aus der Lage der Anfangspunkte der Kurven mit später 
erfolgendem CaCl,-Zusatz erschlossen wurde. 

Diese Änderung der Fermentwirkung kann besser zur Darstellung 
gebracht werden, wenn die Gerinnungstemperaturen durch die ent- 
sprechenden Umwandlungszahlen aus Abbildung 8 ersetzt werden. 
Abbildung 14 gibt die Kurvena, b und d der Abbildung 11 nach An- 
legung dieses erst einen direkten Vergleich einwandfrei ermöglichenden 
gemeinsamen Maßstabes wieder. Die Beschleunigung der Ferment- 
wirkung durch geringe und die Verlangsamung durch höhere Calcium- 
konzentrationen kommt so noch besser zur Darstellung. 

Handelte es sich bei den bisher besprochenen Kurven um die 
Analyse des in den Abbildungen 1 bis 4 am häufigsten auftretenden 
Kurventypus, so sind in Abbildung 12 die abweichenden Grenzformen 
(Nr. 4, Abbildung 1 und Nr. 5, Abbildung 2) näher analysiert. 
Kurve g zeigt wieder eine stark beschleunigte Fermentwirkung bei 
geringem CaCl,-Zusatz zu Beginn der Fermentwirkung (vgl. auch g 
in Abbildung 14); die Kurven A und + zeigen eine starke und extreme 
Verlangsamung bei Zusatz derselben CaCl,-Menge 3 bzw. 10 Minuten 
später. Hier ist auch besonders deutlich, daß die Fermenttätigkeit 


D? 


68 P. Rona u. E. Gabbe: 


ohne CaCl,-Zusatz erheblich langsamer verläuft als mit niedrigem 
CaCl,-Gehalt. Wird das CaCl, 10 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung zugesetzt, so beträgt die Gerinnungstemperatur nach 11 Minuten 
550, ist jedoch das CaCl, von Anfang an in der Lösung, so ist die 
Gerinnungstemperatur nach 11 Minuten 280! — 

Die Kurven k und l geben Versuche wieder mit sehr hohem 
CaCl,-Gehalt und 30facher Milchverdünnung; bei Kurve k (vgl. auch 
k in Abbildung 14) steht ganz im Vordergrunde die schon zu Beginn 
der Fermentwirkung einsetzende Hemmung derselben, die zu einer 
sehr starken Verlängerung der Gerinnungszeit führt; wird das CaCl, 
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erst nach 5 Minuten zugesetzt (l), so liegt der Anfangspunkt zunächst 
erheblich tiefer, nur um weniges höher als Kurve g; die Ferment- 
tätigkeit geht in diesem Falle also auffallend rasch vor sich; dies 
muß wohl darauf bezogen werden, daß die Milch stärker (30fach) 
verdünnt ist, und daß daher die geringere Caseinmenge durch die 
gleiche Fermentmenge auch ohne Ca Cl,-Zusatz schneller umgewandelt 
wird als eine größere Caseinmenge. Sobald das CaCl, zugefügt ist, 
ist die Hemmung der Labwirkung ebenso groß wie bei k, so daß 
diese beiden Kurven ziemlich genau parallel verlaufen; es liegt hierin 
eine Abweichung gegenüber den bisherigen Versuchen, bei denen die 
Hemmung größer wurde, wenn das CaCl, erst nach Beginn der Lab- 
wirkung in hoher Konzentration zugegeben wurde. 

In Tabelle XVII und Abbildung 13 und 15 werden noch Analysen 
bei einem ph 5,40, also von Kurvenpunkten der Abbildung 3 und 4 
mitgeteilt; die Resultate schließen sich den soeben mitgeteilten Ver- 
suchen gut an, ohne wesentlich neues zu bieten. 

Überblickt man das Ergebnis dieser analysierenden Versuche, so 
ergeben sich zwei verschiedene Gruppen von Wirkungen, die das 
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Calcium auf den fermentativen Vorgang auszuüben vermag: 1. Bei 
Zusatz des Calciums zu Beginn der Fermentwirkung tritt eine Be- 
schleunigung derselben ein, wenn die zugefügte Calciummenge klein 
ist; das Calcium wirkt jedoch hemmend auf die Fermentwirkung, wenn 
es in höherer Konzentration zugegeben wird. 2. Bei Zusatz des 
Calciums nach Beginn der Fermentwirkung hat dieser Zusatz stets 
eine Herabsetzung der Wirkungsgeschwindigkeit des Ferments, eine 
Hemmung zur Folge, und zwar nicht nur in Mengen, die auch bei 
Zusatz von Anfang an eine Hemmung bewirken, sondern auch in 
solchen Mengen wirkt der Kalk bei späterem Zusatz hemmend auf 
das Ferment, die bei Zusatz von Anfang an die Fermentwirkung 
ausgesprochen fördern. Ä 


c) Besprechung der Versuchsergebnisse im Zusammenhang mit denen des 
zweiten Abschniites. 

Die Versuche zur Analyse des Ganges der Fermentwirkung er- 
möglichen es jetzt, die Kurven der Abbildungen 1 bis 4 mit besserem 
Verständnis zu betrachten. Wir haben gefunden, daß Zusatz von 
Calciumchlorid zu Beginn der Fermentwirkung diese bei geringer 
Calcium-Konzentration beschleunigt, bei hoher Calcium-Konzentration 
dagegen hemmt. Diese Wirkungen kommen in den Abbildungen 1 
bis 4 in den Anfangspunkten der Kurven zum Ausdruck; dieselben 
liegen bei niedrigen Ca-Konzentrationen stets tiefer als bei hohen, 
d. h. die Gerinnungszeit ist bei niedriger Ca-Konzentration kürzer als 
bei hoher. Nur in Abbildung 4 finden wir die Anfangspunkte in 
gleicher Höhe; es liegt hier jedoch, wie erwähnt, ‚kein prinzipieller 
Gegensatz vor, da noch höhere Ca-Konzentrationen auch hier die 
Gerinnungszeiten verlängern; es handelt sich also bei Versuchsreihe IV 
nur um eine relative Unempfindlichkeit des fermentativen Prozesses 
gegenüber der Calciumwirkung; demgegenüber ist die Empfindlichkeit 
der Fermentwirkung für den Calciumeinfluß am größten in Versuchs- 
reihe II (Abbildung 2). | 

Diese Unterschiede könnten mit der h der Lösung, mit der bei 
höherer h bedeutend verstärkten Wirksamkeit des Fermentes zusammen- 
hängen; die Gerinnungszeiten in den Anfangspunkten der Abbildungen 2 
und 4 sind bei geringem Ca-Zusatz übereinstimmend etwa 24 Minuten; 
bei Versuchsreihe IV ist die Fermentkonzentration beträchtlich geringer 
(10-4) als in Versuchsreihe III (10-2); hieraus geht hervor, daß das Ferment 
bei ph 5,4 stärker wirksam ist als bei ph 6,4; es ist also die Calcium- 
empfindlichkeit des Labungsvorganges größer bei einer h, welche nur eine 
schwache Fermentwirkung zuläßt, als umgekehrt bei einer die Ferment- 
wirkung begünstigenden h. Ähnliche Unterschiede sind zwar an den Abb. 1 
und 3 bei zehnfacher Milchverdünnung nicht erkennbar; doch ist in diesen 


Versuchsreihen auch der Unterschied in der Fermentkonzentration geringer 
als in den Versuchsreihen III und IV. In der Abhängigkeit der Empfind- 
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lichkeit der Labwirkung in bezug auf die Einwirkung des Calciums von 
der Wirkungsstärke des Fermentes könnte ein Hinweis erblickt werden, 
daß die hier erörterten Calciumwirkungen durch eine direkte Einwirkung 
des Calciums auf das Ferment bedingt sind. 


Die Analyse der einzelnen Kurvenpunkte der Abbildungen 1 bis4 
mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen hat ergeben, daß die Wirkung 
des Calciums bei Zusatz einige Zeit nach Beginn der Fermentwirkung 
zu trennen ist von der soeben erörterten Wirkung des Ca-Zusatzes 
im Anfang derselben; denn bei späterem Ca-Zusatz erfolgt stets, auch 
bei niedriger Ca-Konzentration, eine Verzögerung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen. Wir zeigten, daß diese charakteristisch 
sind für einen bestimmten Grad der Caseinumwandlung, wenn 
Ca-Gehalt, Milchverdünnung und ph konstant gehalten werden. Diese 
Bedingungen sind in jeder einzelnen Kurve der Abbildungen 1 bis 4 
erfüllt, und wir sind daher berechtigt, auch das verzögerte Absinken 
der Gerinnungstemperaturen und damit die verlängerten Gerinnungs- 
zeiten der ersten ansteigenden Kurvenstücke auf eine Verzögerung 
der Fermentwirkung zu beziehen. Diese könnte sowohl durch Ein- 
wirkung des Calciums auf das Ferment direkt wie auch durch Ein- 
wirkung des Calciums auf das Casein zustande kommen. Die An- 
nahme einer Einwirkung des Calciums auf das Casein ist nahe- 
liegend; das Casein wirkt ja als Schutzkolloid auf das unlösliche 
Paracaseincalcium. Zwischen den Versuchen mit sofortigem und 
späterem CaCl,-Zusatz besteht nun der Unterschied, daß das Calcium 
im ersten Falle erst allmählich Gelegenheit findet, sich mit dem ent- 
stehenden Paracasein zu verbinden, während bei späterem Ca-Zusatz 
schon sofort eine mehr oder weniger große Menge von Paracasein zur 
Bindung an Ca zur Verfügung steht. 

Ein mäßiger Anstieg der Kurven in den Abbildungen 1 bis 4 
entspricht dem im zweiten Abschnitt geschilderten Durchschnitts- 
typus der Kurven; bei Annäherung an den einen Grenztypus wird 
der Anstieg der Kurven steiler, bei Annäherung an den zweiten 
Grenztypus wird der Anstieg flacher und geht sogar in einen Abwärts- 
Kurvenlauf über (vgl. Kurve 5); der erste Grenztypus wird durch die 
niedrigsten, der zweite durch die höchsten CaCl,-Konzentrationen 
erreicht. Es drängt sich der Gedanke auf, daß in diesen Unter- 
schieden der Gerinnungszeiten wenigstens zum Teil Unterschiede im 
Ablauf der zweiten Labungsphase zum Ausdruck kommen; denn von 
dieser, der Paracaseinfällung durch den Kalk, wissen wir bestimnit, 
daß sie durch zunehmende Ca-Konzentration begünstigt wird: aber 
auch einige Besonderheiten der Abbildungen 8 und 9 legen diesen 
Gedanken nahe; in den dort wiedergegebenen Versuchen sind die 
Unterschiede in der Lage der Kurven nur auf die verschiedenen 
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Fällungsverhältnisse zu beziehen, da die erste Phase (Casein-Paracasein- 
wirkung) überall gleichartig gestaltet ist. 

In diesen Abbildungen findet man eine Abnahme der Gerinnungs- 
temperatur bei zunehmendem Ca-Gehalt (Abb. 8), wie auch ein Minimum 
der Gerinnungstemperatur bei bestimmten mittleren Ca-Konzentrationen 
(Abb. 9); diesen Verhältnissen vergleichbar finden wir bei Zusatz 5 bis 
10 Minuten nach Beginn der Fermentwirkung in Abb. 2 eine Abnahme 
der Gerinnungszeit bei zunehmendem Ca-Gehalt und in Abb. 1, 3 und 4 
ein Minimum der Gerinnungszeit bei mittlerer Ca-Konzentration. Wenn 
der Vergleich auch nicht streng durchführbar ist, so ist doch auffallend, 
daß ein Minimum der Gerinnungstemperatur bei ph 5,4 bei mittlerer 
Ca-Konzentration vorhanden ist, während dementsprechend das Minimum 
der Gerinnungszeit bei mittlerer Ca-Konzentration ESCH bei ph 5,4 
am ausgesprochensten ist. 

Auch der weitere Verlauf der Kurven läßt sich unter dem Ge- 
sichtspunkte betrachten, daß es Unterschiede in der Fällbarkeit des 
Paracaseins durch den Kalk sind, welche die Gerinnungszeit bei 
spátem Ca-Zusatz wesentlich beeinflussen. Am deutlichsten wird 
das an Abbildung 2; betrachten wir an dieser die Kurvenpunkte, 
welche einem CaCl,-Zusatz 7 Minuten nach Beginn der Ferment- 
wirkung entsprechen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Umwandlung des 
Caseins in Paracasein offenbar vollendet; denn ein Zusatz von 
100 Millimol CaCl, führt sofort zur Gerinnung. Wird das Calcium- 
chlorid aber im gleichen Zeitpunkt in geringerer Menge zugefügt, so 
wird die Gerinnungszeit um so länger, je niedriger die erreichte 
Ca-Konzentration ist. Bei 50 Millimol wird die Gerinnungszeit von 
7 auf 33 Minuten, bei 25 Millimol Ca-Gehalt auf 54 Minuten ver- 
längert. Es handelt sich hier möglicherweise um einen Vorgang, 
der kolloidchemisch als ‚langsame Koagulation‘‘ bezeichnet wird. In 
ähnlicher Weise kann auch der Verlauf der meisten anderen Kurven 
der Abbildungen 1 3 und 4 dem Verständnis näher gerückt werden. 
Die Frage, warum in diesen Versuchsreihen ein Minimum der Wirkung 
der Ca-Konzentration (bei späterem Ca-Zusatz) beobachtet wird, bereitet 
indes auch einer Deutung mit Hilfe der Vorgänge der zweiten Phase 
Schwierigkeiten. Diese muß wie manche andere auftauchende Frage 
vorläufig unbeantwortet bleiben. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daß der Verlauf der Kurven mit 
niedrigstem Ca-Gehalt in Abb. 1 bis 3 unter der Annahme leichter ver- 
ständlich wird, daß zur Bildung von Paracaseincalcium bei diesen geringen 
Ca-Konzentrationen nur ganz geringe Mengen von freiem Paracasein, 
d.h. ein Ca-Überschuß, vorhanden sein dürfen. 

Wenn wir hier zuletzt Unterschiede in der Paracaseinfällung 
durch Kalk zur Deutung unserer Befunde angenommen haben, so 
müssen wir prüfen, ob auch die bei spätem Ca-Zusatz auftretende 
Verzögerung im Absinken der Gerinnungstemperaturen, die wir bis- 
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Fer als Verlangsamung der Fermentwirkung gedeutet haben, mit 
einer Hemmung der zweiten Phase erklärt werden kann. Der ersten 
Deutung liegt die Annahme zugrunde, daß nur eine Verzögerung 
der Umwandlung des Caseins in Paracasein das verzögerte Absinken 
der Gerinnungstemperaturen bedingen könne; es ist jedoch auch vor- 
stellbar, daß eine verzögerte Bindung des schon vorhandenen Para- 
caseins an das Calcium zu einer Verlangsamung im Absinken der 
Gerinnungstemperaturen führen kann. 

Wir hätten also sowohl in der ersten Phase, der Ferment wirkung, 
wie auch in der zweiten Phase, der Paracaseinfällung, eine Möglichkeit 
der Erklärung für die bei Calciumzusatz einige Zeit nach Beginn der 
Fermentwirkung auftretenden Änderungen in der Gerinnungszeit 
gefunden. 

Ergebnis. 1. Die bei Zusatz des Calciums zu Beginn der Ferment- 
wirkung in den Versuchen des zweiten Abschnitts erhaltenen Ge- 
rinnungszeiten sind unter Berücksichtigung der zur Analyse der 
Fermentwirkung angestellten Versuche dahin zu deuten, daß die 
kurzen Gerinnungszeiten bei niedrigem Ca-Gehalt auf einer Be- 
‚schleunigung der Fermentwirkung durch das Calcium beruhen, während 
umgekehrt ein hoher Ca-Gehalt eine Verzögerung der Fermentwirkung 
und damit Verlängerung der Gerinnungszeit bewirkt. 

2. Die bei Zusatz des Calciums in späteren Zeitpunkten der 
Fermentwirkung auftretenden Verlängerungen der Gerinnungszeit 
können sowohl mit einer Verzögerung der Fermentwirkung (erste 
Phase) wie auch mit Änderungen in der Fällbarkeit des Paracaseins 
durch das Calcium (zweite Phase) in Zusammenhang gebracht werden. 


Über die Wirkung des Labfermentes bei verschiedenen Wasserstoffzahlen. 


Wir haben schon oben darauf hingewiesen, daß das Labferment 
in unseren Versuchen bei höherer A (z. B. ph 5,4) viel stärker wirksam 
war als bei geringerer Aziditát. Es scheint dies im Widerspruch 7u 
stehen mit den Angaben von Hammarsten (16), der es als charak- 
teristisch für das Labferment (aus Kalbsmagen) bezeichnet, daß dieses 
noch bei ganz schwach saurer Reaktion stark wirksam sei; ran Dam (6) 
fand, daß die Wirkung des Labfermentes direkt proportinal der Ver- 
größerung der k ansteigt; er benutzte bei seiner Untersuchung als 
Maß der Wirksamkeit des Fermentes die Gerinnungszeit. Michaelis 
und Mendelssohn (12) bestimmten das ‚Optimum der Labfällung des 
Caseins bei Gegenwart von Kalk“ als Flockungsoptimum und fanden 
dies bei ph 6,0 bis 6,4; diese Forscher betonen, daß sich zwischen 
dem Optimum der Säurefällung und dem der Labfällung des Caseins 
eine Zone findet (10— bis 10-3), in der das Casein weder durch 
Lab noch durch Säure optimal gefällt wird. Bei diesen Versuchen 
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war die Gerinnungszeit dadurch ausgeschaltet, daB die bei ver- 
schiedener A gleichartig angesetzten Röhrchen zur selben Zeit be- 
zúglich des Fällungsgrades abgelesen wurden; es wurde also der 
Labungsprozeß ale Ganzes untersucht unter Bedingungen, bei denen 
Unterschiede. in der zweiten Phase (Fällbarkeit des Paracaseins) gut 
zur Darstellung kommen konnten. 

Gegen die Rückschlüsse aus der Länge der Gerinnungszeit auf 
die Wirkungsstärke des Fermentes kann jedoch ein Einwand erhoben 
werden. Wenn nämlich angenommen wird, daß das Fällungs- 
optimum des Paracaseincalciums bei ph 6,4 liegt, so ist zu fragen: 
bei welchem ph liegen die Fällungsoptima der bei der Labung 
entstehenden Mischungen von Caseincalcium und Paracaseincalcium; 
sollten diese aber bei einem ph, das zwischen 6,4 und 4,3, dem 
Fällungsoptimum des Caseincalciums gelegen ist, gut fällbar sein, 
dann müßte der Umwandlungsprozeß durch Lab bei einem zwischen 
diesen beiden Grenzen gelegenen ph schon dann zur Gerinnung 
führen, wenn diejenige Mischung von Casein und Paracasein ent- 
standen ist, die bei der betreffenden Ah bereits fállbar ist. Die 
Verkürzung der Gerinnungszeit bei höherer A könnte also damit zu- 
sammenhängen, daß bei höherer A die Gerinnung schon eintritt, 
bevor die Caseinumwandlung vollendet ist. Wir haben diese Frage 
in der Weise zu klären gesucht, daß wir uns Mischungen von Casein 
und Paracasein bei ph 6,40 in bestimmtem Verhältnis herstellten 
und dann nach Zusatz von 50 Millimol CaCl, so lange n/10 Essig- 
säure zusetzten, bis gerade Gerinnung eintrat; die h der Lösung wurde 
dann elektrometrisch gemessen: ihre Größe entspricht natürlich nicht 
dem Fällungsoptimum der betreffenden Mischung, sie hat aber doch, 
da sie gerade zur Gerinnung dieser Mischung führt, eine wichtige 


Bedeutung. 
Tabelle XVIII. (Versuch 40.) 

Bestimmung der Säuregerinnung von Mischungen gelabter 

und ungelabter Milch. 























d | Aus ph 
Nr. Milch | Ca Clg EEA von n/ in E ı (elektrometrisch) 
| een äm (Labmileh) 7 Së Pi 
gelabt | ungelabt | l II I | 11 
1 00 | 36 . 04 0. , 44 | 3,0 439 | 4,63 
2 09 27 04 | 25 2,0 2,4 4,73 ,473 
3, 18 1,8 | 0,4 50 1,8 1,85 494 482 
4 1 27 0,9 04 75 04 | 04 5,39 | 543 
5: 36 0,0 0,4 100 : 00 | 00 6,33 6,33 
Versuch 40. 


a) Ansatz von Labmilch: 2,0 Puffer ph 6,4 + 5,0 Aqua dest. + 1,0 
Ferment 10—3 + 1,0 Milch Uu 
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bi Ansatz von ungelabter Milch: wie a) nur statt Ferment Aqua dest. 

Bei a) wird das Ferment 25 Minuten einwirken gelassen (Kontrolle mit 
Zusatz von 1,0 CaCl, 0,5 mol. gerinnt in 21 Minfiten); a) wird sodann in 
Reagenzgläsern von schwachem Kaliber und aus dünnem Glas 5 Minuten 
im Wasserbade von 60% erhitzt zur Abtótung des Ferments; darauf Ansatz 
der Mischungen, wie es Tabelle XVIII zeigt, und langsamer Zusatz der 
n/10 Essigsäure, bis gerade Gerinnung eintritt. 

Unsere Vermutung, daß die Mischungen von Casein- und Para- 
caseincalcium bei einer h gerinnen, die zwischen dem Säurefällungs- 
optimum dieser beiden Substanzen liegt, wird durch diesen Versuch 
bestätigt; es darf also die Verkürzung der Gerinnungszeit bei höherer 
h zu einem Teil darauf bezogen werden, daß die Gerinnung schon 
bei höherer h eintritt, wenn die fermentative Umwandlung des 
Caseins noch unvollständig ist. Versuche, auf die wir hier nicht 
eingehen, scheinen jedoch dafür zu sprechen, daß bei höherer h die | 
Gerinnungszeit in erheblich höherem Grade verkürzt wird, als es aus 
der geringeren Umwandlung des Caseins bis zum Eintritt der Ge ` 
rinnung zu erwarten wäre. | 





Zusammenfassung. 

l. Die Wirkung des Calciums auf die Labgerinnung der Milch ` 
wurde in der Weise untersucht, daß der 10- bis 30-fach verdünnten | 
und mit Lab versetzten Milch zu verschiedenen Zeiten der Ferment- 
einwirkung Calciumchlorid zugefügt und die Zeit bis zum Eintritt 
der Gerinnung beobachtet wurde. Die Wasserstoffzahl der Milch 
wurde dabei durch Acetatpuffer reguliert. 

2. Der Gang der Fermentwirkung wurde in der Weise analysiert, 
daß festgestellt wurde, bei welcher Temperatur die Milch zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten zur Gerinnung gebracht werden kann. Unter 
Berücksichtigung von Ca-Gehalt, Verdünnungsgrad und ph erwies 
sich die Höhe der Gerinnungstemperatur als charakteristisch und 
mit ausreichender Genauigkeit bestimmbar für einen bestimmten 
Grad der Umwandlung des Caseins in Paracasein durch das Ferment. 

3. Mit Hilfe der Gerinnungstemperaturen von Mischungen ge- 
labter und ungelabter Milch ist es möglich, die im Verlaufe eines 
bestimmten Labungsversuches gewonnenen Gerinnungstemperaturen 
zu ersetzen durch Umwandlungszahlen, die angeben, wieviel von dem 
vorhandenen Casein durch das Ferment bereits in Paracasein um- 
gowandelt ist. 

4. Wird das Calciumchlorid zu Beginn der Fermentwirkung zu- 
gefügt, so ist die Zeit bie zum Eintritt der Gerinnung um so länger, 
je höher der Ca-Gehalt der Lösung ist. Die Versuche zur Analyse 
der Fermentwirkung zeigen, daß kleine Ca-Konzentrationen die 
Fermentwirkung fördern, größere sie dagegen hemmen. 
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5. Wird das Calciumchlorid erst während der Fermentwirkung 
zugefügt, so wird regelmäßig eine Verlängerung der Gerinnungszeit 
beobachtet, die nach der Zeit und Konzentration des Ca-Zusatzes 
verschieden groß ist; diese Verlängerung der Gerinnungszeit tritt 
auch bei Anwendung solcher CaCl,-Konzentrationen ein, die bei 
Zusatz zu Beginn der Fermentwirkung auf diese beschleunigend 
wirken. Diese Wirkung des Calciums bei späterem Zusatz kann 
sowohl mit einer Verzögerung der Fermentwirkung wie mit Änderungen 
der Fällbarkeit des Paracaseins durch das Calcium erklärt werden. 

6. Die Umwandlung des Caseins in Paracasein ist nur vollständig 
bei ph 6,0 bis 6,4, dem Fällungsoptimum des Paracaseincalciums; bei 
höherer Á tritt die Gerinnung schon bei unvollständiger Caseinum- 
wandlung ein. 
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Infolge des durch die Kriegs- und Nachkriegswirtschaft bedingten 
Mangels an Phosphordüngemitteln wurde von manchen Seiten darauf 
hingewiesen, daß eine so reichliche Phosphordüngung, wie man von 
Friedenszeiten her dem Boden zu geben gewohnt war, nicht not- 
wendig sei, ja, daß eine Phosphordüngung einige Jahre hindurch 
überhaupt ganz unterbleiben könne, da das in früheren Jahren dem 
Boden zugesetzte Phosphorkapital noch längst nicht erschöpft sei 
und man also von diesen Vorräten noch mehrere Ernten hindurch 
zehren könne. 

In engem Zusammenhang mit dieser Vorstellung steht die Frage, 


ob der Phosphor aus den Pflanzenresten, die von der vorjährigen | 


Ernte her im Boden zurückgeblieben sind, von den Pflanzen des 
neuen Jahres wohl verwertet werden kann. Es handelt sich also 
darum, ob der in organischer Bindung befindliche Phosphor der 
Pflanzenzellen, der in dieser Form für die Pflanze des nächsten Jahres 
nicht aufnehmbar ist, durch die Tätigkeit der im Boden lebenden 
Mikroorganismen, vor allem der Bodenbakterien, in eine für die junge 
Pflanze verwertbare anorganische Verbindung übergeführt wird. 

Die Hauptmenge des Phosphors in der Pflanze findet sich, an 
Eiweiß gebunden, im Zellkern als Nucleoproteid. Die Nucleoproteide 
sind hochmolekulare Verbindungen. 

Ihre Zusammensetzung entspricht folgendem Schema: 


Nucleoproteid 
Eiweiß Nuclein 


Eiweiß Nucleinsäure 


1 
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Über den Aufbau der Nucleoproteide im einzelnen haben wir bisher 
noch keine bestimmte Vorstellung, denn die Zusammensetzung der Proteide 
ist sehr verschieden; jede Zellart dürfte wohl über eigenartige, für sie und 
ihre Funktionen charakteristische Nucleoproteide verfügen. Dagegen sind 
unsere Kenntnisse über die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
der Nucleinsäuren viel bessere. Die Nucleinsäuren haben, wie ihr Name 
besagt, sauren Charakter. Ihre typischen Bausteine sind Purinbasen und 
Pyrimidinbasen, sie enthalten immer eine Kohlehydratgruppe (Hexosen 
und Pentosen) und Phosphorsäure. Ihre Zusammensetzung entspricht also 
folgendem Schema: 

Nucleinsäure 


Phosphorsäure Zucker Purinbasen Pyrimidinbasen 


Die Nucleinsäure ist also der phosphorhaltige Baustein des Nucleo- 
proteids, und zwar beträgt die Menge des in ihr enthaltenen Phosphors 
nach Steudel 8,94 Y, 1). 

Für unsere Frage, ob der im Boden befindliche Nucleoproteid- 
phosphor bzw. Nucleinsäurephosphor aus pflanzlichen Resten leicht 
mineralisiert werden kann, gab uns die Literatur über die Chemie 
der Nucleoproteide bereits einige geeignete Hinweise. 

Besonders von medizinisch-physiologischer Seite sind zahlreiche Unter- 
suchungen ausgeführt über den chemischen und fermentativen Abbau des 
Nucleins, da ja im tierischen Organismus der Nucleinstoffwechsel von 
größter Bedeutung ist. Wenn auch in diesen Arbeiten die Frage nach der 
mehr oder minder leichten Abspaltbarkeit des Phosphorsäurekomplexes im 
allgemeinen nicht in den Vordergrund der Untersuchung gestellt worden 
ist (die Mediziner bearbeiten vor allem das Schicksal der Purinkomponente 
und den Purinstoffwechsel in Hinblick auf dessen Bedeutung für die Gicht), 
so findet sich doch öfters erwähnt, daß unter den Spaltprodukten auch 
Phosphorsäure nachgewiesen wurde, und zwar besteht nach Schittenhelm 
gerade die erste Phase des Nucleinabbaus im Darmkanal darin, daß aus dem 
Komplex Phosphorsäure— Kohlehydrat— Purinbasen, dem sogenannten 
Nucleotid, die Phosphorsäurekomponente fermentativ freigesetzt wird?). 

Nach diesen Erfahrungen über die leichte Abspaltbarkeit der 
Nuclein-Phosphorsäure durch Enzyme des Tierkörpers war zu erwarten, 
daß es auch Bakterien geben müsse, welche die organische Bindung 
der Phosphorsäure im Nuclein lösen und anorganische Phosphate in 
Freiheit setzen können. 

Hier setzen unsere eigenen Versuche ein: 

Wir züchteten aus Erde sechs verschiedene nucleinzersetzende 
Bakterien in Reinkultur, indem wir Nährgelatine von folgender Zu- 
sammensetzung: 1% MgSO,, 0,2% KCl, 1% Nuclein, 5%, Rohrzucker, 


1) Steudel im Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 2, 575, 1. Aufl. 
1910. 


2) Guggenheimer, Erg. der inneren Medizin 20, 28, 1921. 
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5% CaCO, und 10% Gelatine mit Erde beimpften, auf Petrischalen 
ausgossen und die entstandenen Kolonien in eine Nährlösung, ent- 
haltend anorganische Salze, Nuclein, Zucker, Kalk, überimpften. 
Diese Formen, denen Nuclein als einzige Stickstoff- und Phosphor- 
quelle zur Verfügung stand, mußten die gewünschte Fähigkeit besitzen, 
Nucleine zu spalten, also das Enzym Nuclease!) enthalten, und mit 
ihnen wurden die quantitativen Versuche durchgeführt. Diese Bakterien 
werden in dieser Arbeit mit dem Gattungsnamen Nucleobacter be- 
zeichnet ?). 

Es erwies sich sehr bald, daß für die quantitativen Untersuchungen 
Nuclein selbst sehr ungeeignet ist, denn durch dreimalige Sterilisation 
geht sämtlicher Nucleinphosphor in eine wasserlösliche bzw. anorga- 
nische Verbindung über. Von 42,3mg P,O, wurden 35,78 mg als 
wasserlöslicher Phosphor und 6,55 mg als Ca,(PO,), wiedergefunden. 
Diese Beobachtungen stimmen überein mit den Erfahrungen, die in 
der chemischen und physiologischen Literatur über Nuclein nieder- 
gelegt sind. Kossel, dem wir die ersten Untersuchungen über Nuclein 
verdanken, schreibt in seiner ersten Abhandlung ‚Über das Nuclein 
der Hefe“: ‚Nuclein wird durch siedendes H,O bei etwa 18 Stunden 
langer Einwirkung unter Freiwerden von Phosphorsäure zerlegt“ ?). 
Und an anderer Stelle: „Die durch Kochen des Nucleins mit H,0 
erhaltene Lösung enthält die Phosphorsäure teilweise noch in ge- 
bundener Form und ist erst nach vorhergehender Veraschung voll- 
kommen durch Magnesiamischung fillbar'**). 

Daß in unseren Versuchen die Zerlegung des Nucleins so vollständig 
verläuft trotz der geringen Erhitzungsdauer (dreimal je 20 Minuten). 


läßt sich durch die Anwesenheit des CaCO, erklären, der, wie allgemein 


üblich, der Nährlösung zugesetzt wurde, um die durch die Lebens- 
tätigkeit der Bakterien aus dem Zucker entstehende Säure abzu- 
stumpfen und somit die für die Bakterien notwendige neutrale 
Reaktion zu erhalten. Diese Vermutung bestätigte sich in einem Ver- 
suche, in welchem eine nucleinhaltige Nährlösung von gleicher Zu- 


sammensetzung wie die oben beschriebene, aber unter Fortlassung 


von Kalk, sterilisiert wurde. Dabei gingen von 42,3mg Nueclein- 


1) F. Sachs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 337. 

2) Für die Phosphorbestimmung wurde die Neumann -Gregersensche 
Methode benutzt, Veraschung des Nucleins mit H,SO, und HNO,, Fällung 
der sauren Lösung in Gegenwart konzentrierter NH,NO,-Lösung mit 
Ammonium-Molybdat und Titration dieses Niederschlags mit NaOH. Zur 
Erzielung genauer Resultate machten wir uns die Versuchsbedingungen zu- 
nutze, die Herr Schnücke, Assistent an unserem Institut, im Verlauf seiner 
ebenfalls die Phosphorfrage behandelnden Dissertation ausprobiert hat. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 284, 1879. 

4) Ebendaselbst 4, 290, 1880. 
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P,O; nur 12,2 mg P,O, in Lösung, ein Beweis also, daß die Gegen- 
wart von CaCO, die Wirkung des siedenden Wassers unterstützt!). 

Diese Erfahrungen über die Veränderungen, welche das Nuclein 
in einer CaCO,-haltigen Lösung beim Erhitzen erfährt, veranlaßten 
uns, an Stelle von Nuclein Nucleinsäure in Form ihres Na-Salzes an- 
zuwenden. Die Nucleinsäure, der phosphorhaltige Bestandteil des 
Nucleins (s. obiges Schema), hat nämlich diesem gegenüber den großen 
Vorteil, als Alkalisalz bzw. Erdalkalisalz beim Sieden in wässeriger 
Lösung sich nicht zu verändern. Freie Nucleinsäure dagegen ist gegen 
Mineralsäure selbst bei Eiseskälte sehr empfindlich ?). Man kann also 
Nährlösungen, die nucleinsaures Na enthalten, in der Hitze sterili- 
sieren und dann mit Reinkulturen arbeiteten. Die meisten Autoren, 
welche über Nuclein und Nucleinstoffwechsel arbeiteten, haben sich 
demgemäß dieses Salzes bedient 3) 4) 5). Nucleinsaures Na ist im Gegen- 
satz zu Nuclein in H,O löslich. Dieser Umstand erforderte eine 
Änderung der Methodik, wie sie für die Versuche mit Nuclein vor- 
gesehen war, wobei der organisch gebundene Phosphor (unzersetztes 
unlösliches Nuclein) durch Filtration vom anorganisch gebundenen 
Phosphor (lösliches Phosphat) getrennt werden sollte. Die Trennung 
zwischen lóslichem Phosphation und lóslichem unveränderten Nuclein- 
säurephosphor erfolgt auf Grund folgender Überlegung: Ammonium- 
molybdat fällt nur Phosphation, nicht aber organisch gebundenen 
löslichen Phosphor. Wenn man also die Lösung nicht verascht, wie 
sonst bei physiologischen Analysen zur Überführung des organisch 
gebundenen Phosphors in anorganische Bindung üblich ist, so fällt 
bei Zusatz von Ammoniummolybdat nur der von den Bakterien ab- 
gespaltene anorganische Phosphor aus. Nun herrschen in der Literatur 
allerdings Zweifel darüber, ob diese Molybdänfällung tatsächlich eine 
scharfe Unterscheidung gibt; es besteht nämlich die Möglichkeit, daß 
bei der Ausführung der Fällung, welche unter Zusatz von konzen- 
trierter HNO, bzw. H,SO, in der Siedehitze erfolgt, das Molekül 
der Nucleinsäure durch diese siedende Säure zerstört wird und daß 
ein Teil des in ihm vorhandenen organisch gebundenen Phosphors in 
anorganisches Phosphat übergeht. L. Iwanoff®), der in zwei Arbeiten 


1) Siehe auch Lichtwitz, Klinische Chem., S. 77. Nuclein wird bei der 
peptischen Verdauung, vollständig aber durch die Hydrolyse mit Alkalien, 
in Eiweiß und Nucleinsäure zerlegt. 

2) Steudel, 1. e. 
| 3) Schittenhelm und Schröter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 203, 1903. ; 
40, 63 und 70, 1904. 

4) Iwanoff, ebendaselbst 39, 31, 1903. 

6) Pleuge, ebendaselbst 89, 190, 1903. 

6) Ber. d. bot. Ges. 20, 366, 1902; Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 86, 
355, 1903. 
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„Über das Auftreten und Schwinden der Phosphorverbindungen in 
der Pflanze“ und ‚Über die Umwandlung des Phosphors beim Keimen 
der Wicke‘‘ ebenfalls die Anwesenheit von anorganisch gebundenem 
Phosphor neben organischen Phosphorverbindungen nachzuweisen hat, 
macht über die Einwirkung des Molybdänreagens widersprechende 
Angaben. In der ersten Abhandlung schreibt er, daß bei Einwirkung 
des Reagens auf Nucleinsäure sich schon in der Kälte ein reichlicher 
gelber Niederschlag bildet, da Nucleinsäure durch die starke HNO, 
schnell zersetzt wird. In der zweiten Arbeit hebt er jedoch hervor: ,,Die 
Befürchtungen, daß die löslichen organischen Phosphorverbindungen 
unter dem Einfluß der HNO, in der Molybdänflüssigkeit zersetzt 
werden oder daß die organischen Verbindungen hemmend auf die 
Fällung der Phosphorsäure durch Molybdänflüssigkeit wirken, erwiesen 
sich als unbegründet.“ Einen Beleg hierfür gibt er in dieser Arbeit 
allerdings nicht, und eine spätere Arbeit von ihm!), die in russischer 
Sprache erschienen ist und die Methodik ausführlicher behandeln soll, 
war uns nur in einem Referat zugänglich, in welchem die Methodik 
nicht beschrieben war. 

Um diese Frage, ob Nucleinsäure, mit Molybdänreagens behandelt, 
sich zersetzt und damit die Anwesenheit von anorganischem Phosphor 
vortäuscht, zu entscheiden, waren nur wenige Versuche nötig. 0,5g 
nucleinsaures Na, in 100 cem H,O gelöst, wurde, wie bei der Gregersen- 
Neumannschen Bestimmungsmethode?) vorgeschrieben, mit 10ccm 
konzentrierter H,SO, bzw. HNO, versetzt, dann wurden 75ccm 
50proz. NH,NO,-Lösung und 35cem H,O zugefügt, zum Sieden 
erhitzt und tropfenweise 40 ccm 10proz. Ammoniummolybdatlösung 
zugefügt. Es schied sich ein gelber Niederschlag aus, ein Beweis 
also, daß in diesem Versuche aus nucleinsaurem Na anorganisches 
Phosphat abgespalten worden ist. Nun wurde die Methode geändert, 


indem der Zusatz von Ammoniummolybdat in der Kälte geschah und ` 
die 10ccm H,SO, erst zum Schluß hinzugefügt wurden. Dabei ent- ` 


stand ein weißer, flockiger, voluminöser Niederschlag, die typische 
Gelbfärbung des Ammonium-Phosphormolybdats aber blieb aus. Die 
Analyse des weißen Niederschlages ergab, daß sämtlicher Phosphor 
des nucleinsauren Na in ihm vorhanden war. Bei Zimmertemperatur 
setzt also die H,SO, bzw. HNO, aus dem nucleinsauren Na die 
Nucleinsäure in Freiheit, spaltet aber aus ihm keine freie Phosphor- 
sáure ab. Eine Bestätigung dieser Reaktion findet sich bei Sieuded 
in Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitmethoden 2, 582, 
1910. Dort ist angegeben: ‚Durch Behandlung freier Nucleinsäure 

1) Arb. d. N. Petersb. Naturf. Gesellsch. 84, 170, 1904 (erschienen 1905), 


russisch. Zit. nach bot. Jahresber. 1907, I, 845. 
2) Gregersen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 49, 1911. 
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mit starker HN O, oder HCl in der Kälte bzw. bei Zimmertemperatur 
kann man leicht die gesamten Purinbasen als Nitrate bzw. Chloride 
abspalten. Man erhált dann im Filtrat einen Kórper, der noch die 
gesamte Phosphorsáure in organischer Bindung enthält.“ Auf Grund 
dieser Erfahrung war nun die Methodik zur Bestimmung anorganischer 
Phosphorsäure in Gegenwart von unzersetzter Nucleinsäure gegeben: 
Man versetzt mit Ammoniummolybdat neben NH,NO, in der Kälte 
und fügt H,SO, bzw. HNO, zum Schluß zu. 

Da in den Vorschriften für die Ammoniummolybdatfällung an- 
organischer Phosphate immer angegeben ist, daß man die Fällung in 
der Hitze vornehmen soll, wurde in einem besonderen Versuche ge- 
prüft, ob die Nichtinnehaltung dieser Bedingung eine Fehlerquelle ist 
und vielleicht eine nicht quantitative Ausfällung des Phosphors zur 
Folge hat. Eine Lösung von 0,075g KH,PO, in 100 ccm H,O wurde 
in zwei Teile geteilt, die eine Hälfte wurde heiß, wie üblich, die 
andere kalt und mit nachträglichem Säurezusatz gefällt. Beide gaben 
die gleiche Menge P,O,: 19,02 bzw. 19,88mg P,O, in 0,0375 mg 
KH,PO,. Der einzige Unterschied besteht darin, daß der Nieder- 
schlag sich in der heißen Probe schnell, in der kalten Probe dagegen 
sehr langsam zu Boden setzt. Das Absitzen kann wesentlich be- 
schleunigt werden, wenn man während des Zutropfens der H,SO, 
bzw. HNO, dauernd rührt. 

Noch ein weiterer Vorversuch war zu erledigen: Da die Unter- 
suchungen in einer Bakteriennährlösung vorgenommen werden sollten, 
in welcher durch die Lebenstätigkeit der Bakterien Eiweiß oder andere 
organische Substanzen gebildet werden, so wurde geprüft, ob die. 
Anwesenheit von Eiweißstoffen die Ausfällung von anorganischem 
Phosphat hemmt. Es wurde 0,075 g KH,PO, in 100 ccm Peptonhefe- 
wasser gelöst und in der Kälte gefällt. Der Niederschlag fiel be- 
deutend langsamer, als in der wässerigen Lösung, filtrierte durch 
Papierfilter sehr langsam und ließ sich vor allem sehr schlecht von 
Säure auswaschen. Das Resultat gab jedoch genügend gute Über- 
einstimmung: 20,08 mg P,O, gegen 19,88 mg P,O, in wässeriger Lösung. 
Die Anwesenheit von Eiweiß bzw. organischer Substanz stört also 
bei der Analyse nicht. 

Nachdem so die Methodik für die Unterscheidung zwischen an- 
organisch und organisch gebundenem Phosphor ausgearbeitet war!), 
wurden die eigentlichen Versuche angesetzt. 

1) Betonen möchten wir, daß diese Methodik nur für Nucleinsäure aus- 
probiert worden ist, die bei Einwirkung von H,SO, bzw. HNO, in der 
Kälte keine Abspaltung von anorganischem Phosphat ergab. Wie sich andere 
phosphororganische Verbindungen, z. B. Lecithin, Casein usw., unter 


gleichen Versuchsbedingungen verhalten, wurde nicht untersucht; also kann 
unsere Methode nicht ohne besondere Prüfung auf diese übertragen werden. 
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Die Nährlösung hatte folgende Zusammensetzung: 0,lg nuclein- 
saures Na, enthaltend 18,55mg P,O, nach Analyse, 0,1g Mg80,, 
0,1g KCI, 2,5g Rohrzucker, 1,25g CaCO, 50ccm H,O. 

Die Kölbchen wurden dreimal 20 Minuten lang bei 100° sterilisiert, 
einige blieben als Kontrollversuche unbeimpft, andere wurden mit 
Reinkulturen beimpft, und zwar wurden als Impfmaterial drei von 
unseren selbst gezüchteten, nucleinzersetzenden Erdbakterien (be- 
zeichnet als Nucleobacter 14, 15, 16) und eine Coli-Reinkultur ver- 
wendet. Coli spaltet nämlich, wie aus medizinischen Arbeiten!) her- 
vorgeht, Hefenucleinsäure und macht daraus elementaren Stickstoff 
bzw. Purinbasen frei; es war also anzunehmen, daß er, was in diesen 
Arbeiten nicht untersucht worden ist, dabei aus Nucleinsäure auch 
Phosphorsäure in Freiheit setzt. 

Der Zusatz von 1,25g CaCO, zu der Nährlösung wurde gegeben, 
um wieder die bei der Zuckerspaltung freiwerdende schädliche Säure 
abzustumpfen. Es mußte nun untersucht werden, ob dieser Kalk, 
ähnlich wie sich bei den Versuchen mit Nuclein gezeigt hatte, auch 
auf die Nucleinsäure einwirkt und ob dadurch rein chemisch, ohne 
Bakterienwirkung, eine Abspaltung von anorganischem Phosphor ein- 
tritt. Daher wurde die Nährlösung nach dreimaliger Hitzesterilisation 
analysiert. Zunächst wurde vom Kalk abfiltriert und das Filtrat in 
der Kälte mit Ammoniummolybdat versetzt unter nachträglichem 
Zusatz von HNO,; es entstand keine Fällung, weder die weiße, die 
auf Ausscheidung der Nucleinsäure, noch die gelbe, die auf Abspaltung 
von anorganischem Phosphat beruht. Daraus ist zu schließen, daß 
CaCO, in der kurzen Zeit (drei Tage) nur die Einwirkung ausübt, 
daß es sich mit nucleinsaurem Na zu unlöslichem nucleinsauren Cs 
` umsetzt, welches also nicht im Filtrat nachweisbar ist. Ferner wurde 
das abfiltrierte Ca-Salz in kalter HNO, gelöst und ebenfalls mit 
Ammoniummolybdat versetzt, denn es war zu berücksichtigen, daß 
eventuell gebildetes anorganisches Phosphat sich mit CaCO, zu un- 
löslichem Ca,(PO,), hätte umsetzen können. Aber auch in diesem 
Falle trat kein gelber Niederschlag auf. Als Resultat dieses Versuches 
ergibt sich also: 

CaCO, spallei innerhalb von drei Tayen kein anorganisches Phosphat 
aus nucleinsaurem Na ab, es setzt sich nur zu unlöslichem nuclein- 
sauren Ca mit ihm um. 

Der Versuch wurde wiederholt, nachdem die sterilisierte CaCO,- 
haltige Nährlösung unbeimpft drei Monate gestanden hatte. Dabei 
ergab sich nun ein anderes Bild (s. Tabelle I). 


1) Schittenhelm und Schröter, 1. c.; Rother, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
114, 149, 1920. 
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Tabelle I. 
Steriler Versuch nach 3 Monaten. 
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Anorganische Ä Organische | Anorganische + organische 
| P; Os 50 205 
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Im Filtrat. ...... | 5,8 | di | 13,5 mg P,O, 
Im Kalkniederschlag R be 6,8 | ` 0,8 Ke e 16 „ SEN 2. 8 
Summe ...¡ 126 | 85 ' 21,1 mg P,O, 


Ein betráchtlicher Teil des in organischer Bindung befindlichen 
Phosphors ist also in anorganische Bindung überführt worden, etwa 
50%, nur sind in organischer Bindung geblieben (8,5mg von etwa 
19 mg). 

Man sieht also, daß bei längerer Einwirkung von Kalk (drei Monate) 
eine weitgehende rein chemische Aufspaltung der Nucleinsäure erfolgt, 
eine Tatsache, die für die Verhältnisse im Erdboden sicher stark ins 
Gewicht fällt. 

Tabellen II, III, IV, V enthalten die Resultate der beimpften 
Nährlösungen, geben also ein Bild über die Einwirkung der Bakterien 
neben der chemischen Einwirkung des Kalks. 






























































Tabelle II. 
Coli. 
nn AR E Organische se organische 
Im Filtrat. . ..... | 4,3 | 2,0 6,3 mg P,Os 
Im Kalkniederschlag . | 13,2 SÉ 2,2 Kaes 15,4 nm nm am 
Summe `. 17,5 | 4,2 , 21,7 mg P,O, 
Tabelle III. 
Nucleobacter 14. 
Ano poche Or che Anorganische + organische 
FR a ES | Pa Os č 
Im Filtrat | EEE | 4 8 33 8,1 mg P,O, 
Im Kalkniederschlag al 0 13,9 WE e an nos 
Summe .. . | 48 | 17,2 | 22,0 mg DO, 
Tabelle IV. 
Nucleobacter 15. 
Anorganische | Organisch Anorganische + organische 
nn | Ka e | r Sen e ës "So Wf e 
Im Filtrat. | Lë 0 "` 18mg P,O; 
Im Kalkniederschlag . | 15,4 DH 21, 3 m ne 
Summe ...| ım2 | 5.9 23,1 mg P,O; 
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Tabelle V. 
| Nucleobacter 16. 
Im Filtrat... | 3,0 7,4 | 10,4 mg P,O, 
Im Kalkniederschlag . . | 12,7 0 Des OR 
Summe ... I 162 | 7,4 | 22,6 mg P,O, 


Die Methodik war in allen diesen Versuchsreihen derartig, daß 
die vom Kalk abfiltrierte Lösung in zwei Teile geteilt wurde, von 
denen der eine direkt und in der Kälte, der andere nach Veraschung 
mit Ammoniummclybdat gefällt wurde; dies gab im ersten Falle die 
Menge „anorganische P,O; im Filtrat‘, im zweiten Falle ‚anorganische 
+ organische P,O, im Filtrat“. ‚Organische P,O, im Filtrat“ ist 
die Differenz zwischen beiden Werten. Der Kalkniederschlag wurde 
zwecks Lösung von Ca, (PO,), und nucleinsaurem Ca mit verdünnter 
kalter HNO, behandelt, diese salpetersaure Lösung wie oben in 
zwei Teile geteilt und in dem einen direkt, in dem anderen nach 
Veraschung mit Ammoniummolybdat die Fällung ausgeführt; dies 
gab die Menge „anorganische P,O, im Kalkniederschlag‘‘ bzw. 
„anorganische + organische P,O, im Kalkniederschlag‘‘. „Organischer 
P,O; im Kalkniederschlag‘‘ ist die Differenz zwischen beiden Werten. 

Vergleicht man die „Summe anorganische P,O,“ in den sterilen 
und in den geimpften Versuchen, so findet man in letzteren nur 
einen geringen Zuwachs, und zwar bei 

Bact. Coli Nucleobacter 15 Nucleobacter 16 
um 4,9 mg um 4,6 mg um 2,6 mg P,O, 

Bei Nucleobacter 14 ist sogar eine Abnahme um 7,8 mg P,0; 
zu konstatieren. 

Dies führt zu der Annahme, daß vielleicht ein Teil des an- 
organischen Phosphors nachträglich in den Bakterienzellen wieder 
festgelegt ist. Die ‚Summe organischer P,O,‘ würde demnach 
nicht nur den Anteil unzersetzt gebliebenen Nucleinphosphors be- 
deuten, sondern auch den Anteil neugebildeten Nucleinphosphors in 
den Bakterienleibern. Eine Trennung dieser beiden Komponenten 
ließ sich nun aber nicht durchführen, da die Bakterien mit im 
Kalkniederschlag vorhanden sind, der ein nach unserer Methode 
untrennbares Gemisch von CaCO}, Ca, (PO,),, nucleinsaurem Ca und 
Bakterien darstellt. 

Der Kalkzusatz zu den Nährlösungen erwies sich demnach in 
zweifacher Hinsicht störend für unsere Versuchsanordnung, einerseits 
durch die eben erwähnte Schwierigkeit, die Bakterien von nuclein- 
saurem Ca abzutrennen, und andererseits durch die aufschließende 
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Wirkung des Kalks auf Nucleinsäure, welche den Vorgang des Auf 
schließens durch Erdbakterien teilweise verdeckt. 

Es wurden also neue Versuche angesetzt, in welchen der Kalk 
fortgelassen und die nötige alkalische Reaktion des Nährmediums 
dadurch aufrecht erhalten wurde, daß beim Auftreten von Säure 
unter sterilen Bedingungen sterilisierte feste Soda in die Kölbchen 
gebracht wurde. Das Auftreten sowie die Neutralisation der Säure!) 
wurde festgestellt an dem Farbumschlag, den vorher zugesetztes 
Lackmuspulver der Nährlösung erteilte. Die Nährlösung hatte 
folgende Zusammensetzung: 

0,2g nucleinsaures Na, enthaltend 37,1 mg P,O,, 5g Rohrzucker, 
0,2g MgSO, 0,2g KCI, 100cem H,O, 1,5g Lackmuspulver. 

Diesmal wurde nur mit zwei verschiedenen Bakterienreinkulturen 
gearbeitet, und zwar mit Coli und mit Nucleobacter 15. Nucleo- 
bacter 15 produzierte viel schneller und viel reichlicher Säure als 
Coli, die Nährlösung mußte viel häufiger neutralisiert werden. Nach 
einiger Zeit wurde Reduktion des Farbstoffes beobachtet, die saure 
farblose Lösung wurde erst nach Zusatz von neuem Lackmus wieder 
rot. Unser Nucleobacter 15 enthält also das Enzym Reduktase. 
Coli zeigte diese Farbstoff reduzierende Wirkung viel schwächer. 
Ferner besaß Nucleobacter 15 ein bedeutend stärkeres Wachstum als 
Coli, die ursprünglich klare Lösung zeigte innerhalb von 4 Wochen 
eine starke Trübung, und der ganze Boden war mit einem dichten 
Niederschlag von Bakterien bedeckt, während Coli nur eine ge- 
ringe Trúbung und einen geringen Bodensatz hervorrief. Nach 
4 Wochen wurden die Kulturen untersucht. Der Gang der Versuche 
war diesmal einfacher als in den Kalkkulturen. Es handelte sich 
nur darum, die Bakterien von der Nährlösung abzutrennen, zu ver- 
aschen und ihren Phosphorgehalt zu bestimmen, sowie in der Nähr- 
lösung, welche die Nucleinsäure in Form des löslichen Na-Salzes 
enthalten hatte, ohne vorherige Veraschung eine Ammoniummolybdat- 
fällung in der Kälte vorzunehmen zur Bestimmung des anorganisch 
gebundenen Phosphors. 

Zur Abtrennung der Bakterien bedienten wir uns mit bestem 
Erfolg des Zsigmondyschen Membranfilters. Das Filtrat der stark 
getrúbten Nährlösung wurde durchsichtig klar und zeigte bei Über- 
impfung in Nährgelatine auf Petrischalen kein Bakterienwachstum, 
ein Beweis also, daß die Bakterien quantitativ auf dem Filter zurück- 
gehalten wurden. Die 100ccm der Colikulturflüssigkeit brauchten 
auf einem 40-Sekundenfilter etwa 1 Stunde Durchlaufzeit, während 


1) Über die Identifizierung dieser Säure als Ameisensäure, Essigsäure 
und Milchsäure s. S. 16. 
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100 cem der Nucleobacterkulturflüssigkeit auf einem gleichen Filter 
etwa die neunfache Zeit brauchten. Die ungeimpfte sterile Nähr- 
lösung lief in 1 bis 2 Minuten durch. Durch Vergleich dieser 
Zahlen ergibt sich, daß die Bakterien beim Wachstum in der Nähr- 
lösung ein stark viskoses Stoffwechsel- bzw. Abbauprodukt aus der 
leichtflüssigen Nucleinsäure produzieren; in Übereinstimmung damit 
fiel bei Nucleobacter 15 auf, daß der Bodensatz eine zäh zusammen- 
hángende Schleimmasse von Bakterien bildete. Damit hängt ein 
weiterer Vorteil der Ultrafiltration zusammen: Die Fällung des ab- 
gespaltenen Phosphats mit (NH,),MoO, im unveraschten Filtrat er- 
folgte ebenso rasch wie die Kontrollfällung einer wässerigen Lösung 
von KH,PO,. Die viskosen organischen Substanzen, welche bei dem : 
Kontrollversuch KH,PO, in Peptonhefewasser die Geschwindigkeit 
der Ausfällungsreaktion so stark verminderten, waren zurückgehalten, 
und die Fällung erfolgte in einem Medium, dessen Zähigkeit ungefähr 
der einer wässerigen anorganischen Lösung entspricht. Zunächst 
wurde eine sterile unbeimpfte Nährlösung ultrafiltriert und im Filtrat 
der Gesamtphosphorgehalt nach Veraschung bestimmt, um zu kon- 
trollieren, ob die Poren des Membranfilters das Molekül des nuclein- : 
sauren Na, welches ein Molekulargewicht von 1409 hat, glatt hin- ` 
durchlassen; denn größere Moleküle — in der Größenordnung des 
Farbstoffmoleküls — werden zum Teil zurückgehalten, wie z.B. bi 
dem Lackmusfarbstoff beobachtet wurde, nach dessen Durchgang 
das Filter blau gefärbt, die Lösung selbst dagegen fast farblos er- 
schien. In bezug auf Nucleinsäure erwies sich das 40-Sekundenfilter 
vollständig durchlässig, im Filtrat wurde der gesamte Phosphor der 
eingewogenen Nucleinsäure (37,1mg P,O,) bei der Analyse wieder- 
gefunden. 

Tabelle VI zeigt die Menge der von Coli bzw. Nucleobacter 15 
aus 37,1mg Nucleinsäure-P,O, in anorganische Form überführte 
P,O, und die Menge der in den Bakterienzellen als Nuclein fest- 
gelegten P,O,. Das Membranfilter selbst war phosphorfrei, wie in 
einem besonderen Versuche geprüft wurde, und ließ sich bequem mit 
Säure veraschen. 








Tabelle VI. 
| Neugebildete Organische l Organische | 
anorganische D: Os der Oy in Summe 
Form | 2 O5 unzersetzten Bette Hen | P: O, 


= Nucleinsäure Ss e 
O mp (e mg mg | hm 
— e A Lee VS Ge > O Be} =? = A Al = a, ==> Sr ee = A eg "en e ege 


Gei... 318 | 90 24 | 38 | 10 | 380 
Nucleobacter 15 . ` 249 | 685 o 115 | 315 ' 364 
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Beide Versuche zeigen also, daß durch die Bakterientätigkeit der 
Phosphor aus der Nucleinsäure quantitativ abgespalten ist, und zwar 
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befindet sich der größte Teil als anorganisches Phosphat in der 
Lösung. Der übrige Teil ist in den Zell-Leibern der Bakterien fest- 
gelegt1), und zwar bei Nucleobacter bedeutend mehr als bei Coli 
(11,5 mg gegen 3,8 mg), was seiner stärkeren Entwicklung in der 
Nährlösung entspricht. Verschiedene Bakterienarten nehmen also 
trotz gleicher verfügbarer Phosphormenge verschiedene Mengen 
Phosphor zum Aufbau ihrer Leibessubstanz auf. So erklären sich 
auch in den kalkhaltigen Nucleinsáureversuchen, in denen die 
Bakterien nicht einfach von der Nährlösung abfiltriert werden 
konnten, die Differenzen in der Menge „organischer P,O,‘“ bei den 
vier verschiedenen Bakterienformen Coli, Nucleobacter 14, Nucleo- 
bacter 15, Nucleobacter 16. Nucleobacter 14 hat am meisten P,O, 
eingelagert und entsprechend weniger anorganische P,O, in der 
Nährlösung zurückgelassen, weniger noch als durch den chemischen 
Abbau mittels Kalk aus Nucleinsäure entstanden war. 

Nachdem so die Abspaltung von Phosphorsáure aus Nuclein- 
säure durch Erdbakterien sicher nachgewiesen war, wurden unsere Ver- 
suche auf Nuclein erweitert. Da, wie bereits erwähnt, durch Hitze- 
sterilisation das Nuclein stark zersetzt, zum Teil zu Nucleinsäure, 
zum Teil zu Phosphorsäure abgebaut wird, so unterließen wir bei 
diesen Versuchen das Arbeiten mit Reinkulturen und beschränkten 
uns darauf, die unsterilisierten nucleinhaltigen Nährlösungen mit 
einer Rohkultur (Kompostaufschwemmung) zu impfen. Da bei diesen 
Versuchen wieder CaCO, zugegeben war, so war es notwendig, zu 
kontrollieren, ob während der 2 Monate langen Einwirkung bei 
Zimmertemperatur eine chemische Einwirkung des Kalks auf das 
Nuclein stattgefunden hatte, denn es ist wahrscheinlich, daß ein Vor- 
gang, der sich bei höherer Temperatur quantitativ vollzieht, bei 
niederer Temperatur wenigstens teilweise vonstatten geht. Zur Ver- 
meidung der Hitzesterilisation wurden die Kontrollösungen, bei denen 
die Bakterientätigkeit ausgeschaltet werden mußte, durch Zusatz von 
Chloroform sterilisiert; sie erwiesen sich nach 2 Monaten völlig keim- 
frei; bei Überimpfen in Nährgelatine trat kein Bakterienwachstum ein. 

Es wurden zwei Lösungen von folgender Zusammensetzung an- 
gesetzt: 

Lösung 1. 100ccm H,O, 1g MgSO,, 0,2g KCl, 1g Nuclein, 
2,5g Ca CO}. 

Lösung 2. 100ccm H,O, 1g MgSO,, 0,2g KCl, 1g Nuclein, 
25g CaCO, 5g Rohrzucker. 

lg Nuclein (Präparat Hefenuclein von Merk-Darmstadt) enthält 
84,62 mg P,O,. Der Gang der Analyse war der gleiche, wie bei den 


1) Vgl. L. Iwanoff, Le 
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kalkhaltigen Nucleinsäureversuchen beschrieben. Die folgenden 
Tabellen zeigen die Resultate der sterilen und beimpften Nähr- 
lösungen nebeneinander. 
Tabelle VII. 
Lösung I, CaCO, ohne Zucker. 


| 
N Kompost» 
sten | impfung Bemerkungen 








e. Ge [68mg P,0, 
Anorganische P,O, in Lösung 0 0 


Anorgan. P,O; als Ca,(PO,), | 0 42,6mg ı 
Unverändertes Nuclein. . . . i 20,02 35,22 ,, Unverändertes Nucle.n bzw. 
| neu gebildetes Bakt. Nuclein 
` (beim Kompostversudh) 
Tabelle VIII. 


Lösung 11, CaCO, + Zucker. 








| Steril | SE Sec Bemerkungen 
Nucleinsäure in Lösung . . . 62,4 43 mg P,O,: 
Anorganische P,O, in Lösung € 0 
Anorgan. P,O, ala Ca, (PO,), 2,8 | 72,6 
7,12 . Unverándertes Nuclein bzw 


Unverändertes Nuclein. . . . l = | neu gohideis Bakt Naci 
eim Kompostversuc 

In den sterilisierten Proben erkennt man deutlich die Einwirkung 
des Kalks auf das Nuclein; von 84,62 mg DO, sind 64,6 mg Pai, 
bzw. 62,4mg P,O, in Nucleinsäure übergegangen. Die Umwandlung, 
die bei Siedetemperatur durch CaCO, in kurzer Zeit erfolgt (s. S. 78), 
geht schon bei Zimmertemperatur vonstatten, dort wird sie allerdings 
erst nach längerer Zeit (hier nach zwei Monaten) bemerkbar. Eine 
weitere Überführung der Nucleinsäure in anorganisches Phosphat durch 
chemische Wirkung findet dagegen hier nicht statt. Diese tritt erst 
bei Gegenwart von Bakterien in dem geimpften Versuche ein. 

In Versuch 1 (Kompostimpfung) ist ein bedeutender Teil der 
gebildeten Nucleinsäure in anorganisches Phosphat verwandelt, von 
64,6 mg Nucleinsäure P,O, sind 42,63 mg zu anorganischer P, O, ge- 
worden. In Versuch 2 ist sogar mehr anorganische P, O; (72,6 mg) 
gebildet, als der Nucleinsäure des sterilen Kontrollversuches ent- 
spricht (62,4 mg); hier scheint die günstige Wirkung des Zuckers als 
Energiematerial zum Ausdruck zu kommen, wodurch die Bakterien 
befähigt werden, auch die unveränderten Moleküle Nuclein direkt 
anzugreifen, während sie bei ungünstigen Verhältnissen nur die durch 
den Kalk ihnen zugänglich gemachte Nucleinsäure weiter verarbeiten 
können. Ob die Differenz von 7,72mg P, O, bei dem Zuckerversuch 
noch unzersetztes Nuclein bedeutet, oder ob sie die Menge des in 
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Bakterien festgelegten Phosphors darstellt, lieB sich bei unserer Ver- 
suchsanordnung nicht entscheiden, aus den bei den früheren Nuclein- 
säurekalkversuchen erwähnten Gründen; im Hinblick auf die Resultate 
unserer kalkfreien Nucleinsäureversuche mit Bakt. Coli und mit 
Nucleobacter 15 erscheint aber letztere Annahme wahrscheinlicher. 

Die weitere Verfolgung unserer Fragestellung führte zu der 
Untersuchung, ob unser Nucleobacter befähigt ist, nicht nur Nuclein- 
säure und Nuclein, sondern auch das ganze Nucleoproteidmolekül 
anzugreifen. Daß Nucleoproteid überhaupt ziemlich leicht gespalten 
werden kann, ist ja bekannt durch die Vorgänge bei der Nucleo- 
proteidverdauung im Magendarmkanal, wobei im Magen durch Pepsin 
und Salzsäure die Nukleoproteide ihre erste Veränderung erfahren 
und in Eiweiß und Nuclein gespalten werden. Neben diesen fermenta- 
tiven ist uns auch ein rein chemischer Weg der Nucleoproteidspaltung 
bekannt, durch Einwirkung verdünnter Natronlauge auf Hefe hat 
Kossel!) Hefenuclein hergestellt. Wir verwendeten als Nucleoproteid, 
dessen Spaltbarkeit durch Nucleobacter 15 geprüft werden sollte, 
Hefe, und zwar eine Trockenhefe, die in 0,5g 27,70 mg P, O, ent- 
hielt. Folgende Nährlösungen wurden angesetzt: 

0,5g Hefe, enthaltend 27,7 mg P,O,, 5g Rohrzucker, 0,2g 
Mg SO,, 0,2g KCI, 1,5g Lackmus, 100 cem H,O, Spur Na, CO, bis 
zur schwachen Blaufärbung. 

Die Lösungen wurden dreimal bei 100° sterilisiert; eine Probe 
wurde analysiert, um festzustellen, ob durch das Sterilisieren bereits 
Phosphor aus der Hefe abgespalten wird. Diese Versuchsanordnung 
mit Hitzesterilisation und Abzug der im Kontrollversuch gefundenen 
abgespaltenen Phosphormenge erschien vorteilhafter als das Arbeiten 
mit Rohkulturen wie im vorher beschriebenen unsterilisierten Nuclein- 
versuch. Die Lösung wurde durch ein Zsigmondysches 60-Sekunden- 
filter filtriert, wodurch die unveränderte Hefe zurückgehalten wurde. 
Im Filtrat wurde nach der vorher beschriebenen Methode anorganisch 
und organisch gebundener Phosphor bestimmt. Es ergab sich folgen- 
des Resultat: 














Tabelle IX. 
een ee nr | Im Niederschlag | ne 
anorganische P, O, | organische PRO; i organische: 1205 j 
Omg I 12,17 mg | 16,23 mg 28,4 mg 


Durch das dreimalige Erhitzen mit H,O ist also der Phosphor 
der Hefe fast zur Hälfte (zu 42,9 %,) in löslichen organischen Phosphor 
verwandelt worden, aber noch nicht in anorganisches Phosphat. Es 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 248, 1886. 
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entsteht also aus Nucleoproteidphosphor zur Hälfte Nucleinsáure- 
phosphor. 

Die mit Nucleobacter 15 beimpfte Probe gab starkes Wachstum 
und starke Bildung von Sáure, welche stets durch Zusatz von fester 
sterilisierter Soda sofort abgestumpft wurde. Nach mehreren Wochen 
wurde der Versuch abgebrochen und die Lósung durch ein Membran- 
filter von 60 Sekunden Durchlaufszeit filtriert. Während die un- 
geimpfte Probe eine Durchlaufszeit von 20 Minuten gehabt hatte, 
brauchte man zum Filtrieren der bakterienhaltigen Lösung etwa 1 Tag. 
Die Lösung war sehr zähe geworden [Bildung von Hefegummi!)). 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

















Tabelle X. 
ln der Lösung E | Im Im Niederschlag d 
SE EE EE E (untrennbares Gemisch ` ` 
neu gebildete anorgan. POs | organische Path Rn = 
mg io | mg | mg mg 
13,95 | 5047 , 432 i an ` 26,85 


Durch die Tätigkeit der Bakterien sind also über 50%, des ge- 
samten Nucleoproteidphosphors in anorganisches Phosphat überführt 
worden; der in den Bakterien festgelegte Anteil an Phosphor läßt 
sich nicht berechnen, da im Niederschlag neben den Bakterien noch 
unzersetzte Hefe vorhanden ist. 

Es ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, daß Nucleobacter befähigt 
ist, Nucleoproteid direkt anzugreifen und ce daraus abzu- 
spalten. 

Der letzte Punkt, der zur Klärung unseres Problems gerade in 
bezug auf die anfangs erwähnte landwirtschaftliche Bedeutung der 
Phosphorfrage zu beantworten war, führte uns zu folgender Frage- 
stellung: Ist Nucleobacter 15 imstande, aus Nucleoproteid auch 
dann noch Phosphor abzuspalten. wenn die Zellkerne im Boden be- 
reits in Humus übergegangen sind? Denn gerade auf Phosphor- 
freimachung aus humifizierter Substanz müßte ja die praktische 
Bedeutung von Nucleobacter im Boden beruhen. Der Versuch wurde 
in folgender Weise ausgeführt: Zuerst stellten wir uns Humussäure 
her aus einer stark humosen Gartenerde nach der Vorschrift von 
Krzeminiewski?). Nun wurden Nährlösungen von folgender Zusammen- 
setzung angesetzt, in welcher also als Phosphorquelle anstelle von 
Nucleinsäure bzw. von Nucleoproteid Humussäure zugesetzt war: 


1) Vgl. Sachs, Über die Nuclease, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 337. 
2) Remy und Rösing, Zentralbl. f. Bakt. II, 80, 350, 1911. 
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5g Humussáure als Phosphorquelle, 5g Rohrzucker als Kohlen- 
stoffquelle, 0,125g Asparagin als Stickstoffquelle, 0,2g MgSO,, 0,2g 
KOL 100ccm H,O. 

Zur Lösung der in H,O unlöslichen Humussäure wurde Na, CO, 
zugegeben und die Reaktion der Nährlösung schwach alkalisch ge- 
macht; die Spuren unlöslichen Rückstandes wurden abfiltriert. Die 
Lösungen wurden dreimal sterilisiert, und eine Probe wurde sofort 
analysiert, um den Phosphorgehalt der Nährlösung festzustellen; er 
betrug 11,2 mg P, O; in 100ccm. Eine größere Phosphorgabe konnte 
nicht gegeben werden, da mehr als 5%, Humussäure die Bakterien 
zu stark schädigen würde. Das Wachstum von Nucleobacter auf 
dieser Lösung trat demnach auch später ein als in den früheren 
humusfreien Náhrlósungen; nachdem aber die anfängliche Schädigung 
überwunden war, entwickelten sich die Bakterien sehr gut, gaben 
deutliche Gärung und bildeten am Boden wieder den bekannten 
schleimigen Niederschlag. Nach l4tägigem Wachstum wurden die 
Bakterien mittels eines Zsigmondyschen 20-Sekundenfilters abfiltriert 
(Durchlaufzeit der beimpften Lösung etwa 5 Stunden, während die 
ungeimpfte Kontrollösung nur 40 Minuten Durchlaufzeit hatte), samt 
dem Filter verascht und ihr Phosphorgebalt bestimmt. Es ergab 
sich, daß sie 0,76mg P, O, enthielten, d. h. also, daß sie innerhalb 
von 14 Tagen 6,8%, des Phosphors der Humussäure aufgenommen 
hatten. Wenn die hier beobachtete Phosphorsäureaufnahme auch 
nur sehr gering erscheint und ihre Herkunft aus dem Nucleoproteid 
der Humussubstanz zwar sehr wahrscheinlich, aber doch als nicht 
ganz sicher erwiesen gelten kann, so läßt doch die Tatsache der 
Entwicklung von Nucleobacter auf dem benutzten Humussubstrat 
zweifelsohne den Schluß zu, daß Nucleobacter imstande ist, die in 
der Humussubstanz befindliche Phosphorsäure zu verwerten. Diese 
Beobachtung liefert aber sicherlich einen wichtigen Hinweis für die 
Erklärung der Düngewirkung organischer Substanz bzw. für die Er- 
klärung der Fruchtbarkeit humoser Böden. 


Morphologie und Physiologie von Nucleobacter. 


Zur Charakterisierung unseres Nucleobacter_15, einer der sicher zahl- 
reich im Erdboden vorhandenen Nucleoproteid spaltenden Bakterienarten, 
mit welchem die wichtigsten Versuche ausgeführt worden sind, dienen neben 
der Nucleoproteidspaltung folgende Angaben: 

a) Morphologische Merkmale. Winzige Stäbchen in Größenordnung 
von Coli, im Jugendzustand beweglich, später unbeweglich. Die Bakterien 
bilden eine dicht zusammenhängende zähe Schleimmasse. 

b) Physiologische Merkmale: Gelatine wird verflüssigt, Milch wırd 
koaguliert. Starke Reduktionswirkung, einerseits nachgewiesen durch Ent- 
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färbung von Lackmusfarbstoff, andererseits durch die kräftige Denitri- 
fikation. 

Aus Zucker werden folgende Säuren gebildet: Kohlensäure, Ameisen- 
säure, Essigsäure, nachgewiesen durch Wasserdampfdestillation und 
Charakterisierung der flüchtigen Säuren qualitativ mittels des Ag-Salzes, 
bzw. mittels FeCl, und quantitativ mittels der Ba-Zahlen der mit Baryt 
neutralisierten und eingedampften Destillate: Die erste Fraktion ergab 
65,5% Ba, ein Wert, der zwischen den Ba-Zahlen von Bariumcarbonat 
(69,6%) und Bariumformiat (59,05%) liegt; die folgenden Fraktionen 
ergaben 53,3 bzw. 53,5 bzw. 53,3%, Ba, also ausschließlich Essigsäure 
(53,7%); ferner als nicht flüchtige Säure Milchsáure, nachgewiesen durch 
Ausäthern des Rückstandes der Wasserdampfdestillation und Charakteri- 
sierung der nicht flüchtigen Säuren qualitativ mittels Uffelmanns Reagens, 
sowie quantitativ mittels der Ba-Zahl; es ergab sich 42,2 %, Ba (Ba-Laktat 
enthält 43,56 %, Ba). | 

Zusammenfassend läßt sich über die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen folgendes sagen: Durch die Tätigkeit von Bodenbakterien 
— durch die Gattung Nucleobacter — erfährt das Nuclcin im Boden 
wahrscheinlich eine rasche Umwandlung über Nucleinsäure zu an- 
organischem Phosphat. Neben diesem biologischen ist für den Abbau 
des Nucleins im Boden noch ein chemischer Faktor von Bedeutung, bei 
Gegenwart von Kalk nämlich entsteht ebenfalls aus Nuclein Nuclein- 
säure und aus Nucleinsäure Phosphorsáure. In kalkreichen Böden 
weıden also wohl beide Faktoren nebeneinander in bezug auf die 
Nucleinspaltung eine Rolle spielen, in kalkarmen Böden findet ohne 
vorbereitende chemische Aufschließung auf rein biologischem Wege die 
Umwandlung des Nucleins zu anorganischem Phosphat statt. Den 
Bakterien dürfte also eine wesentliche Rolle bei AufschlieBung des 
organisch gebundenen Phosphors im Boden und bei seiner Nutzbar- 
machung für die Pflanzenernährung zukommen. 

Bezüglich der Bedeutung der Bakterien für den Phosphorhaus- 
halt des Bodens hat man bisher meist die Tatsache in den Vorder- 
grund gestellt, daß sie durch ihre Säureproduktion (CO, und orga- 
nische Säuren) unlösliche anorganische Phosphate [Ca,(PO,),] in 
Lösung bringen!), die in dieser Form leicht von dem Wurzelsystem 
der höheren Pflanzen aufgenommen werden können. Stoklasa hat in 
seiner ausführlichen Arbeit , Uber den biochemischen Kreislauf des 
Phosphations im Boden“?) auch an einer Stelle den von uns unter- 
suchten Abbau organischer Phosphorverbindungen durch Bakterien 
mit berücksichtigt und gefunden, daß aus Nucleinen, Phosphatiden 
und Phytinen anorganische Phosphorsäure abgespalten wird. Er 


1) Koch und Kröber, Fühlings landw. Zeitung 55, 255, 1906.; Benecke, 
Bau und Leben der Bakterien, S. 571 — 573; Lóhnis, Handb. d. landw. Bakt. 
S. 698, 1910; Afitscherlich, Bodenkunde 1913, S. 207. 

2) Zentralbl. f. Bakt. II, 29, 385, 1911. 
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sieht aber die Bedeutung dieses aufgeschlossenen Phosphats haupt- 
sächlich darin, daß es Material liefert für die Ernährung heterotropher 
Bakterien, wodurch im Boden ein lebhaftes Bakterienwachstum ein- 
setzt, so daß sämtliche bakteriologische Prozesse im Boden, z. B. 
die verschiedenen Stickstoffumsetzungen, besonders auch die Stick- 
stoffassimilation durch Azotobacter, ferner die Säurebildung und 
damit Löslichmachung anorganischer Phospbate gesteigert werden, 
und die vermehrte Phosphorgabe nur indirekt durch Verbesserung 
der allgemeinen bodenbakteriologischen Bedingungen auf die Er- 
nährung der höheren Pflanzen wirkt. 

In diesem Umfang wird nun nach unseren Untersuchungen diese 
Auffassung Stoklasas wohl nicht Geltung haben. Denn die Bakterien 
assimilieren längst nicht sämtlichen abgespaltenen Phosphor in ihren 
Leibern, Bakterium, Coli legt nur etwa 10%, Nucleobacter 15 68,5 Y, 
vom Gesamtphosphor fest, die übrigen 90%, bzw. 32,5%, bleiben als 
anorganisches Phosphat zur Verfügung, und dieser Anteil kommt den 
Wurzeln der höheren Pflanzen zugute. Es wird tatsächlich immer 
eine Konkurrenz zwischen Bodenbakterien und höheren Pflanzen um 
den Phosphor im Boden stattfinden. Jedoch wird auch der in den 
Bakterien festgelegte Anteil der höheren Pflanze nun nicht dauernd 
entzogen werden; nach dem Absterben der Bakterien muß der 
gleiche Vorgang, die Spaltung ihres Zellnucleins, erfolgen, wie beim 
Absterben der Pflanzenreste. Es wird sich demnach ein Kreislauf 
des Phosphors herausbilden: Aufnahme von anorganischem Phosphat 
bei höheren Pflanzen und bei Bakterien, Aufbau zu Nucleoproteid, 
Abspaltung aus Nucleoproteid zu Phosphat, Wiederaufnahme dieses 
Phosphats usf. Wir können einen solchen Phosphorkreislauf in Parallele 
setzen zu dem längst bekannten Kreislauf des Stickstoffs im Boden: 
Aufnahme von anorganischen Stickstoffverbindungen durch die Pflanze, 
Umwandlung in Eiweißstickstoff in der lebenden Zelle, Übergang in 
NH,-Stickstoff nach dem Absterben der Pflanze bei der Eiweiß- 
fäulnis und Wiederaufnahme des so mineralisierten Stickstoffs nach 
vorhergehender biologischer Oxydation zu Nitrat. Daß dieser 
Parallelismus zwischen Phosphor- und Stickstoffwechsel existieren 
dürfte, läßt sich a priori aus der Überlegung folgern, daß Phosphor 
in Pflanzen und in Bakterien ein Baustein des Nucleoproteid- 
moleküls ist ebenso wie Stickstoff, und daß bei der Umwandlung 
dieses Eiweißmoleküls beide Elemente entsprechende Umwandlungen 
erfahren werden. 

Um die Wirkung der durch Bakterien aufgeschlossenen orga- 
nischen Phosphorverbindungen auf die Ernte zu prüfen, sind seit 
1920 Vegetationsversuche mit Hefe als organischer Phosphordüngung 
bei uns im Gange. Die Phosphoranalysen der Ernten von den beiden 
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ersten Jahrgängen 1920 und 1921 zeigen eine gewisse Überlegenheit 
der mit Nuclein gedüngten Versuche in bezug auf Phosphor gegen- 
über den ungedüngten, ja sogar gegenüber den mit der gleichen 
Menge anorganischen Phosphats gedüngten Versuchen. Die Ver- 
öffentlichung dieser langfristigen Versuche soll aber erst (und zwar 
in der landwirtschaftlichen Fachliteratur) erfolgen, wenn der Phosphor- 
gehalt der Ernte von 1922 analysiert worden ist, damit die oben 
erwähnte Nachwirkung des in den Bakterienleibern festgelegten 
Phosphors klarer zutage tritt. Ähnliche Versuche haben bereits 
1909 Aso und Yoshida!) veröffentlicht über Düngung von durch 
7 Jahre ungedúngtem humosen Lehmboden mit Lecithin, Phytin 
und Nuclein; sie nehmen an, daß die Pflanze diese organischen 
Phosphorverbindungen zu einem gewissen Grade unmittelbar auf- 
genommen habe. Auch Stoklasa gibt an, daß höhere Pflanzen orga- 
nische Phosphorverbindungen aufnehmen. Nach unserer Auffassung 
ist es wahrscheinlicher, daß die Nucleoproteide zunächst durch 
Bakterientätigkeit in die einfachen anorganischen Bausteine gespalten 
werden, und daß die Pflanze dieses anorganische Phosphat aufge- 
nommen hat. 

: Die biologische Betrachtungsweise erweitert also sicherlich unsere 
Kenntnisse über den Phosphorhaushalt des Bodens und sollte bei 
bodenkundlichen?) wie Düngungsfragen nicht außer acht gelassen 
werden. Derjenige Anteil von Phosphorsäure, der sich im Boden 
in organischer Bindungsform findet, ist ebenso wenig wie der an- 
organische unlösliche Anteil wertloses Kapital. Er stellt eine dank 
der Bakterientätigkeit langsam aufschließbare Phosphorquelle dar. 
Vielleicht ist nach unseren Ergebnissen die Schlußfolgerung zu- 
lässig, daß die Unterschiede, welche verschiedene Böden in bezug 
auf Phosphordüngungsbedarf zeigen (unser Versuchsfeldboden zeigt 
z. B. bei völligem Fortlassen von Phosphorgaben mehrere Jahre 
nacheinander keine Abnahme in der Ernte, während andere Böden 
regelmäßige Phosphorgaben verlangen), neben den bekannten 
chemischen Ursachen zum Teil auf das Vorhandensein oder Nicht- 
vorhandensein von Nucleobacter zurückzuführen sind, daß eben im 
ersten Falle die Zufuhr neuer Phosphormengen nicht nötig ist, da 
Nucleobacter die Phosphorreserven aufschließt und dem Boden lös- 
liche Phosphate zuführt, während im letzteren Falle Nucleobacter 


1) Journ. Coll. Agric. Tokio 1, 152, 1909. 

2) Adolf Meyer erwáhnt in seiner Bodenkunde von 1914 noch gar nichts 
über die Bedeutung der Bodenbakterien für den Phosphorkreislauf, während 
er dem N-, S- und Fe-Umsatz ein ganzes Kapitel widmet. Ebenso ist in der 
Ramannschen Bodenkunde von 1911 nichts darüber gesagt. 
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in der betreffenden Bodenart fehlt. Die Prüfung dieser hier er- 
wogenen Vermutung sowie eine noch größere Sicherstellung unserer 
bisherigen Befunde soll in einer besonderen Arbeit erfolgen. 


Zusammenfassung. 


l. Die Phosphorbestimmungsmethode mittels Ammoniummolybdat 
in schwefel- oder salpetersaurer Lösung läßt sich anwenden zur 
Unterscheidung von organisch gebundenem Phosphor der Nuclein- 
säure und dem durch Abbau der Nucleinsäure entstandenen an- 
organischen Phosphor (Phosphation). 


2. Die Ultrafiltration durch das Zsigmondysche Membranfilter 
gestattet eine für die Analyse genügend genaue quantitative Ab- 
trennung der Bakterienernte von ihrer Kulturflüssigkeit, wenigstens 
für Bakterien bis zur Größenordnung von Coli, und hält auch vis- 
kose organische Bestandteile der Nährlösung, welche bei Fällungs- 
reaktionen im Filtrat. störend wirken, zurück. 


3. Der in organischer Bindung befindliche Nucleoproteidphosphor 
der Zellkerne erfährt im Boden durch die Tätigkeit von verschiedenen 
Bodenbakterien, denen in dieser Arbeit der Gattungsname Nucleo- 
bacter beigelegt worden ist, einen raschen Abbau zu anorganischem 
Phosphat. Dieses in Freiheit gesetzte Phosphat kommt zum Teil 
den höheren Pflanzen als Nährstoff sofort zugute, ein anderer Teil 
wird in den Bakterienzellen selbst festgelegt, um aber nach deren 
Absterben späterhin ebenfalls den höheren Pflanzen in anorganischer 
Bindung zur Verfügung zu stehen. Wir dürfen also mit ziemlicher 
Sicherheit von einer Erschließung des Phosphorkapitals im Acker- 
boden durch bestimmte Bodenbakterien sprechen. 


4. Neben dieser bakteriologischen Einwirkung spielt bei dem 
Nucleinabbau im Boden auch die Gegenwart von Kalk eine Rolle, 
unter dessen Einfluß aus Nuclein Nucleinsäure und anorganische 
Phosphorsäure in Freiheit gesetzt werden. Die Anwesenheit von 
Kalk fördert ferner die Tätigkeit der Nuclein abbauenden Bakterien, 
indem er dem Boden die für die Bakterien günstige alkalische 
Reaktion gibt. 

5. Die durch die Ernten früherer Jahre in den Boden gelangen- 
den pflanzlichen Phosphorreste sind bei geeigneten bodenbakterio- 
logischen eventuell auch chemischen Bedingungen für die Ernährung 
der neuen Pflanzen verwendbar, eine Feststellung, welche vielleicht 
einen Beitrag zu liefern imstande ist zum Verständnis der noch nicht 
ganz geklärten landwirtschaftlichen Erfahrungen über die Verschieden- 
heit im Phosphorbedarf verschiedener Böden. 
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Anmerkung. Vorliegende Arbeit wurde auf Anregung meines am 22. Juni 
1922 verstorbenen Chefs, Herrn Professor Dr. Alfred Koch, im Jahre 1921 
begonnen. Sie erfuhr eine finanzielle Unterstützung seitens der Deutschen 
Landwirtschafts-Gesellschaft, und es ist mir daher eine angenehme Pflicht. 
auch an dieser Stelle unsern wärmsten Dank hierfür zum Ausdruck zu 
bringen. Der größere Teil der hier mitgeteilten Ergebnisse hat Herm 
Professor Koch noch vorgelegen, die Beendigung der Untersuchungen, 
sowie das Herausarbeiten der Schlußfolgerungen blieben mir allein über- 
lassen, ebenso die Abfassung des Textes. Den Gattungsnamen Nucleo- 
bacter für die Nucleoproteid spaltenden Bakterien zu wählen, habe ich 
in Analogie zu Azotobacter, Amylobacter, Betainobacter!) usw. für an- 
gezeigt erachtet. Alice Oelsner. 


1) Koch und Oelsner, diese Zeitschr. 49, 139, 1919. 
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Über Gelbildung in Chinin- und Eucupinlösungen. 
Von 
Peter Rona und Maki Takata. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 12. August 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Während anfänglich den Kolloiden eine amorphe Zustandsform 
zugeschrieben worden ist, haben die neueren Untersuchungen, 
namentlich die von Debye und Scherrer, die kristallinische Natur 
der Gelmicellen vielfach erweisen können und auch die Angaben eines 
stetigen Überganges aus dem Gel- in den kristallinischen Zustand 
mehren sich. In dieser Hinsicht sei nur auf die physiologisch 
wichtigen Zustandsänderungen von Harnsäurelösungen hingewiesen, 
deren genaues Studium wir Schade *) verdanken. 

Ein ganz besonders schönes Beispiel eines Gels einer unter 
gewöhnlichen Verhältnissen echten (molekularen) Lösung einer schön 
kristallisierten Verbindung: des Chinins und namentlich seines Derivates 
des Eucupins soll in folgendem beschrieben werden 3). 

Werden, um zunächst einige orientierende Versuche wiederzugeben, 
l,5ccm einer l proz. Chininhydrochlor-Lósung im Reagenzglas mit 
3ccm eines Puffergemisches, bestehend aus !/, mol. primárem und 
sekundárem Natriumphosphat 1:1, von pur 6,85 (elektrom.) bei 
Zimmertemperatur zusammengebracht, so bleibt die Lösung völlig 
klar. Nach einigen Minuten erstarrt sie jedoch zu einer steifen Gallerte. 
Nach 5 bis 10 Minuten treten erst vereinzelt, dann immer reichlicher 
feine nadelförmige Kristalle auf unter Verflüssigung des ganzen 
Gebildes, Variierte man die H"-Konzentration nur ganz wenig nach 


1) H. Schade und Boden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 347, 1913, dann 
vor allem H. Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1, 1922. Über Beispiele 
von Gelen sonst kristallinischer Verbindungen vgl. H. Freundlich, Kapillar- 
chemie 2. Aufl., S. 982. 

2) Die Beobachtung, daß Eucupinlösungen unter bestimmten Be- 
dingungen gelatinieren, hat zuerst Herr Takata gemacht. P. Rona. 
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der saueren Seite, so blieb die Gelatinierung aus; bei pg 6,41 und 
5,91 schieden sich noch einige wenige Kristalle aus, bei py 5,77, 5,58, 
5,19, 4,16, die mit Acetatgemischen hergestellt worden sind (je 3 cem 
zu Leem der l proz. Chininhydrochlor-Lösung) blieb das System 
ganz flüssig ohne Kristallausscheidung. 

Während wir beim Chinin unter bestimmten engbegrenzten Be- 
dingungen nur eine ganz vorübergehende Gallertbildung beobachten 
können, liegen bei Eucupin!) die Verhältnisse für eine Gallertbildung 
viel günstiger und wir können hier auch Gallerten von großer Be- 
ständigkeit herstellen. Dies zeigen die folgenden Vorversuche: 


1. Versuch. Zusammensetzung: Leem 1l proz. Eucupin. bihydrochl. 
+ 3 ccm Puffergemisch. Zimmertemperatur (20°). 






























































Tabelle I. 
Nr. AT Puffer m SH | Beschaffenheit der Deeg 
1 pe EE l:sek. Phosph. ge 2 7,53 | Kristallinische Ausflockg. 
2 | „ a 1: m > l 6,85 Feiner krist. Niederschlag 
1% dck 8 GN > | — e 
4 E 1:n-Acetat 9 . . . 5,58  ¡¡Steife Gallerte 
5 y 2: e Sois? 010 e 
6 | Š l: A ll... 463  ¡ Gallerte 
2. Versuch. Zusammensetzung wie oben. 
Tabelle II. 
Nr. - Puffer | e Beschaffenheit der € 
===. = va ne = == == 
1 ye Phoeph: l :sek. Wen 9 7,53 ` pae 
(ta mol.) | | 
2 | > e l É $ a 1 685 | Geringe Ausfiockung 
S AS A sw lA Ns x 
4| „ 3 1,5; e e 25 6,41 Feine Suspension 
5 | „ a 9:, n l 591 | „ > 
6 |n Essigsäure 1:n-Acetat 15 5,17 | Steife Gallerte ` 
ri f ” ES . ” 9 e 1 Im | 5,58 n H 
8 i ” 2: ” i 8 e e | 5,19 DI ” 
9 e lg r ) 4.63 Halbflüssige Gallerte 


Eine Eucupingallerte (0,05 proz. Lösung von 
Eucupin. bihydrochlor.), die mehrere Wochen bestän- 
dig war und erst dann unter kristallinischer Aus- 
scheidung des Eucupins sich verflüssigte, zeigt Abb.l. 

In folgendem sollen die Bedingungen der Gallert- 
bildung näher untersucht werden. 


!) Benutzt wurde stets das salzsaure Eucupin 
C,,H,,N,0,.2HCIl + H,O. In den Versuchen gewöhn- 
lich als ,,Eucupin* bezeichnet. 
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l. Was zunächst den Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Gallertbildung anlangt, so zeigen die Versuche, daß von einer 
höheren A an (etwa von py 4,5) die Gallertbildung ausbleibt. 


3. Versuch. Zusammensetzung: 3 ccm 0,5 proz. Eucupinlösung + 3 ccm 
Puffergemisch. Zimmertemperatur (21°). 








Tabelle III. 
Acetat ` Py (elektros || o 

1 m = = emi 5 i 
i ' 1:15 | 577 | Erstarrt bald zu einer durchsichtigen steifen Gallerte, von 

7 , \ schwacher Opaleszenz, die mit der Zeit zunimmt. 
2 1:9 558 Wie in 1 
SR 2:8 519 ' Wie in 1 
4 1:1 4,63 ‚Völlig klar und flüssig 


4. Versuch. Zusammensetzung: 3ccm 0,5 proz. Eucupinlósung + 3 cem 
Puffergemisch. Zimmertemperatur (21°). 








Tabelle IV. 
EL EE Ba 
| | Zuerst trüb, dann Erst teifen Gallert 
l 25:75 5,02 $ Vom Aussehen Ke ebro aaa] EE 
2 30:70 4,94 ¡Wie in 1 
2 35:65 ı 4,81 i Wie in 1 
d 40: 60 474 Erstarrung zu einer Gallerte nach 12 Minuten 
SC 45:55 4,68 i Erstarrung zu einer Gallerte nach 20 Stunden 
ô | 50: 50 4,63 Wie in 5 
7 55:45 4,51 Ganz flüssig, klar 
5. Versuch. Zusammensetzung: 3ccem 0,25 proz. Eucupinlösung 


+ 3 cem Puffergemisch. Zimmertemperatur (24°). 








Tabelle V. 
r | Essigsäure Acetat Pl SE 
h n) metrisch) ` 
z ëng E pama: A, E See “= = 8 A A, 
; | Erstarrung nach 2 Minuten zu einer t halhdacchóichtigón: 
l l :15 , 5,17 | u Een we mi SE SE Sep 
‘ d ac inuten kolloidale umpen; nac inuten 
a we | | Wi 10 Minute kolloidale Kl h 20 Mi 
Nac inuten kolloidale umpen; nac inuten 
d 2 :8 5,19 a glasige Erstarrung 
4 | 2,5: 7,5 5,02 ¡Ganz flüssig, klar 
5 3-7 4,94 ¡Wie in 4 
6 d 5:65 — 48 DER 
7 : 6 4,74 H e: er 


Den Einfluß des Anions auf die Gallertbildung des Eucupins 
zeigt auch der folgende Versuch deutlich. 


6. Versuch. Zusammensetzung: In Reihe A: 3 cem 0,25 proz. Eucupin- 
sung + 3 ccm Phosphatgemisch; in Reihe B: 3 ccm 0,25 proz. Eucupin- 
lösung + 3cem Acetatgemisch. Zimmertemperatur (21°). 


q+ 
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Tabelle VI. 
— er — 
SEET E E EE reine 
e Phosphat 1/: l: 
Nr. | BnM: ae di TEN | 
A Leg SE er a => e A A =, ann A a Beten 
Lo; 1:12 | 7,72 | Flüssig, getrübt 
2 10 : 90 : 7,53 = 
3 50 : 50 | 6,85 we: : 
4 60 : 40 6,70 E S 
5 75 : 25 6,41 | e S 
6 90 : 10 5,90 | 3 opalesziert 
i p nn B 
Puff 
Nr. e o Aj Ge — ER TERN | 
\ n»Acctat | ano Essigsäure ` Wasser 
Cu eege ege? : ee er ` ai ee See = BEE — ze, 
I |! 50 — Ä 7,59 Gallerte 
2 | 50 l | 7,08 = 
3 | 50 25 6,80 4 
4 50 5 Ä 6,53 ffe 





Wie man sieht, ist bei gleichem py nur bei dem Acetat, nicht 
aber beim Phosphatgemisch die Gallertbildung zu beobachten. 

Auch die Konzentration der Eucupinlösung ist von Einfluß auf 
die Gallertbildung, wie dies aus den folgenden zwei Tabellen er- 
sichtlich ist. 

7. Versuch. Zusammensetzung: 3 cem Eucupinlósung von verierter 


Konzentration + 3ccm Acetatgemisch. Nach 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 


























Tabelle VII. 
SE p Konzentration des Eucupin. bihydrochl. in der Mischung % 
Nr. || NasAcetat || elektrom. | -rT Tu 
| in | 0025 | ooo | 002 | on | 016 0,25 
— O Tl 8 — = — == — — ES - ——, Te Form 

l | l : 9 | 6,49 | g SE | x | + + + + + + 
2 , 15:85 | 6,29 -- ze ll ces es ++ +r 
3 2:8 , 6,15 — -- 10-1 ++ ++ ı ++ 
E he a en = Gs q Abee: AE 
5 4:6 i 5,71 == XA en 
6 5:5 5,54 E BE oe ck kack 


Zeichenerklärung: — keine Gelatinierung; x glasig-gallertige Klumpen, 
sonst flüssig; + Gelatinierung. 


8. Versuch. Zusammensetzung: 3 ccm Eucupinlósung von variierter 
Konzentration + 3 cem Acetatgemisch. Nach 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur. 
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Tabelle VIII. 
SES D Konzentration des Eucupin. bihydrochl. in der Mischung “kh 
Na oo elektrom. 0.025 T wm Ee 002 | SÉ 8 | PECH | er 
"ffe WE 4 | J 
I 1:9 , 558 en — +++ +++ | +++ 
2 2:8 5,19 — — T x pa TEE 
än, 494 ` f is 2 Mara: VA 
4 ' 4:6 474 ` — = 5 e, de de 
5 5:5 4,63 Se — — ~ A 
6 6:4 ` 4,40 | — ' - — |} — = 25 


Die Gelbildung trat erst bei 0,10°/, Eucupin. bihydrochl. auf. Je 
höher die Konzentration war, bei desto höheren H -Ionenkonzentrationen 
war die Gelbildung noch zu beobachten. (Vgl. hierzu Abb. 2, S. 102.) 

2. Betrachten wir nun die zeitlichen Verhältnisse des Vorgangs, 
so hängt der Zeitpunkt des Auftretens der Gelatinierung (Erstarrungs- 
punkt), von der Herstellung der Mischung gerechnet, sowohl von der 
H-Ionenkonzentration als von der Konzentration an Eucupin und an 
Puffer im System ab. Als Erstarrungspunkt wurde derjenige Zeit- 
punkt bezeichnet, bei dem kein Abfließen des Inhaltes beim Um- 
kehren des Glases mehr stattfindet. Beobachtet wurde bei Zimmer- 
temperatur (21°). 

Die folgenden drei Versuchsreihen zeigen den Einfluß der 
H-Ionenkonzentration auf den Erstarrungspunkt. 

9. Versuch. 3ccm 0,2 proz. Eucupinlösung + 3ccm Acetatlösung. 




















Tabelle IX. 
N oo. EA Sr 
n/lNatriumacetat . 2 2222. | 50 50 ' 50 Í 50 
n/10 Essigsäure `... — l — 25 |; 5 
Destilliertes Wasser . `... 50 49 ' 415 | 45 
py (elektrometrisch) . . ...... 7,59 7,08 | 6,80 | 6,53 
Erstarrungszeit in Minuten ....| 23 (8 11 12 

10. Versuch. Zusammensetzung wie im 9. Versuch. 

Tabelle X. 

En LI? 2003314 | E oe A ` 





7 | 8 

n'l Essigsäure | | | | 
:n/l Natriumacetat . | 1:9 (1,5:8,5 2:8 2,5:7,5 3:7 3,5. 6,5 | 4:6 14,5:5,5 
pu (elektrometrisch) . 5,58, 5,33 | 510 502 494 481 4,74 | 4,68 


Erstarrungszt. [Probe 1,14 29 ! 42 152 590 900 sehr lange flüssig 
in Sekunden | ‚„ 2114 10 20 1159 495 |1500 |. . R 


11. Versuch. Zusammensetzung wie’im 10. Versuch, nur die Eucupin- 
lösung 0,3 proz. 
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Tabelle XI. 

a N s SKS Ea 
n/l Natriumacetat . . ..... ccm 50 50 | 50 
n/10 Esigsäure . ........ cem | l | 25 | 5 
Destilliertes Wasser. . ... 2.2... 49 475 A8 
py (elektrometrisch) . ........ 7,08 6,80 | 6,53 
Erstarrungszeit in Minuten . ....... 40 31 36 


Schon aus diesem letzten Versuch ist der Einfluß der Eucupin- 
konzentration (neben dem der Ah) ersichtlich. Noch deutlicher ist 
dies in den folgenden Versuchsreihen ersichtlich. 


12. Versuch. Zusammensetzung: 3 cem Eucupinlöung + 3 cem Puffer- 
lösung. Zimmertemperatur (20°). 





Abb. 2. 


Tabelle XII. 








A OA A 
n/l Natriumacetat . . . . com | 50 590 ' 50 | 50 
n/10 Essigsäure . ........ L ON] l | 2,5 5 
Destilliertes Wasser... ... | 50 49 47,5 45 
mu (elektrometisch). ..... . i 7,59 7,08 6,80 | 6.53 
K t ti 4 ` R ! d D 
on f 05 | Seege: LIN WH 1 
in d. Mischungen 40) | : zeit f $ = E i 
0) 0,1 in Sekunden 300 780 720 660 


Erhöhung der H'-Ionenkonzentration erniedrigt die Erstarrungs- 
zeit (in den beobachteten Grenzen py 6,5 bis 6,0, vgl. bes. Tab. XII 
u. XIV); bei niedriger h (z. B. py 7,08) ist die Gallertbildung ver- 
langsamt. Der Einfluß der Eueupinkonzentration ist (über 0,1%) um 
pu 6,5 nur wenig bemerkbar, während über 6,8 die Erhöhung der 
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Gerinnungszeit mit zunehmender Verdünnung an Eucupin deutlich 
wächst (vgl. Tab. XII). 


























13. Versuch. Zusammensetzung: 3ccm Eucupinlósung + 3 ccm 
Pufferlösung. 
Tabelle XIII. 

e ‚diem mn wee am o lı > 3 ge | — a ur | ba 3 GE Le m 
n/10 Essigsäure:n/l Acetat . . . 5:95 | 1:9 | 15:85 | 2,5:7,5 
py (elektrometrisch) . . .... | 6,80 | 6,49 6,29 6,03 
Konzentration 0,5 E 49 AN 33 33 
des Eucupins 0,25 A 52 | 33 29 27 
ia der Mischung | 0,10 in Sekunden ‚ „66 | 39 30 | 23 

o 0.063 | Nach 2Std, __ RW 
? | erstarrt | 


14. Versuch. Versuchsanordnung wie im 13. Versuch. 

















Tabelle XIV. 

ES "Ek Ze | 3 | 4 
n/l0Essigs.: n/lAcetat | 5:95 1:9 | 15:85 2,5:7,5 
py (elektrometrisch) . | 6,80 6,49 6,29 6,03 
f 0,50 13 Sitt 544424 404444158 
pss le BT ST 
pa] de 13 er 01 017 Str 
Sen | 035 ||| Lin + $ 45 HFI 40 cp 
5S 00 (äu +++4/50 +++|42 +44 | 35 
FE 0,25 E D ++>+|52 +++| 39 ++ | 36 { 
Maa 0,20 E | | 87 ++ | 51 T 39 + | 30 
3 0,15 |= | [121 T 54 A| 39 A |136 Ö 

010 J 2 Aan O 600 O 720 Cous © 


+ Bedeutet den Eintritt der Gelatinierung mit vorausgehender starker 
Trübung. Á Eintritt der Gelatinierung mit vorausgehender geringer 
Trübung. O Eintritt der Gelatinierung nach vorausgehender glasiger 
Klumpenbildung. * Nach 2 Stunden noch flüssig. Nach Erwärmen und 
nachherigem Erkaltenlassen tritt die Gelatinierung nach 10 Minuten wieder 
auf. Wasserklar. 


Außerdem beeinflußt auch die Pufferkonzentration die Er- 
starrungszeit, wie dies die folgenden Versuche zeigen. 


15. Versuch. Zusammensetzung: 2 ccm 1 proz. Eucupinlösung + 2 ccm 
Puffer. 5 Teile n/10 Essigsäure, 95 Teile n Natriumacetat. pa 6,8. 
Zimmertemperatur (20°). 

Tabelle XV. 


MA Puffer Erstarrungszeit in Sekunden ` 
` Dest. Wasser | | || Gelatinierung 
| a 
com K com hiba d | FS 2 iia | 




















2 = | 44 46 45 Li 
1,5 0,5 | 58 59 49 VEER 
He: "JF. Om | 120 | 126 123 | dr 
0,5 1,5 420 440 430 | A 
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Je niedriger die Pufferkonzentration, desto länger werden die 
Gerinnungszeiten. 

Deutlich geht dies auch aus den folgenden Versuchen hervor. 

16. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von py 6,5. 20. 



































Tabelle XVI. 
Puffer Erstarrungszeit in Sekunden 
e EE a a E Ee Y E Beer o e A EE SE E Gelati . 
A. ee Se? Probe 2 | Mittelwert 
20 SS | 39 2 | a 1 +++ 
1,5 0,5 | 56 55 | 56 | +++ 
10 10 | 113 122. ns j ++ 
058 | 15 | 180 180 ` 180 A 
17. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von 
pe 6,3. (20%. 
Tabelle XVII. 
Puffer Erstarrungszeit in Sekunden A 
| Dest. Wasser |. LI i | , zu Gelatinierung 
pe ES Probe 1 | Probe 2 A Mittelwert 
20 = 40 | 40 | 40 i 
1,5 0,5 54 54 54 tiz 
10 1,0 103 | 119 | 111 + 
0,5 1,5 660 660 660 A 


18. Versuch. Zusammensetzung wie oben. Acetatgemisch von 
py 6,0. (20°). 

















Tabelle XVIII. 
Puffer SEILER Erstarrungszeit in Sekunden i 
I Dent Wasser | a TA = En i Gallertbild 
Dest Vense Probe 1 Probe 2 Mittelwe ý RK 
ccm ccm Sl GK REN c: 
me ze. "E z See AE E OK IT == r — — — A e ES eg | == 
2,0 = 39 | 38 | am SES 
1,5 0,5 53 B3 > 63 ++ 
1,0 1,0 118 113 115 + 
0,5 1,5 1260 1260 115 x 








Zeichenerklärung für die Versuche 15 bis 18: + bedeutet Eintritt der 
Gelatinierung mit vorausgehender starker Trübung. A Eintritt der Gela- 
tinierung nach vorausgehender geringer Trübung. x Eintritt der Gelati- 
nierung mit vorausgehender glasiger Klumpenbildung. 


3. Der Vorgang der Gelatinierung wurde ferner durch Messung der 
Viskosititezunahme der Eucupinlósung, der Oberflächenspannungs- 
änderung und durch Leitfähigkeitsmessungen weiter verfolgt. 

Die Viskositätszzunahme während der Gelatinierung konnte bei 
geeigneter Versuchsanordnung gut beobachtet werden. (Verwendet 
wurde das Ostwaldsche Viskosimeter). 
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19. Versuch. Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupinlösung und Acetat- 
gemisch von py 4,94. Temperatur des Wasserbades 19,5°. Wasserwert 
71 Sekunden. 


























Tabelle XIX. 
Sen, GE | Sekunden Relative Viskosität | Beschaffenheit d. Lösung 
11h 21’ | 80 1,00 Klar, flüssig 
11 23 107,5 1,34 Wenig trüb, flüssig 
11 26 | 00 00 Halbflüssig 
11 45 ¡ 00 oo | Gallerte 


20. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,25 proz. Eucupin- 
lösung und Acetatpuffer (von py 6,49). Temperatur des Wasserbades 91,5". 
Wasserwert 71”, Wert für zweifach verdünnten Puffer 80”, Wert für 
0,122 proz. Eucupinlósung 69,7”. 











Tabelle XX. 

KS | cp i 

E 5 | 23 ; | 5 | o3 

$= E | EE Beschaffenheit = H- ZS Beschaffenheit 
SÉ 3 | ek der Lösung 3 B KÉ der Lösung 
ga | a | = d VP 

RER A: KE 
11h ei 80 1,00 Klar, flüssig 12h as 101,5| 1,27 : — 
11 56| 81,5| 1022| , a 12 40/104 | 1,30 — 
11 58, 82 1,03 e 12 47/106 | 1,33 == 
12 02| 83 1,04 r e 12 53'110 | 1,38 ` -— 
12 05| 84 | 105; „ . 1 01 113 | 1,41 | a 
12 07| 85 1,06 2 d 1 05/114 | 1,42 _- 
12 09' 86 108: „ $ 1 10 114,5| 1,43 = 
12 19| 88,3 | 1,10 Auftreten glas. Schollen | 1 15 116 | 1,45 — 
12 22| 90,4| 1,13 | — 1 36/120 | 1,50 -- 

ees Jie Messung ist wei 

+ Ss > el SÉ 1 45 120,5 1,51 | nicht ar 


D 


Der Verlauf der Viskositätsänderung ist in der Abb. 3 graphisch 
dargestellt. Die Viskosität wächst zunächst mit der Zeit mäßig, um 
mit dem sichtbaren Beginn der 
Gallertbildung mit einem mehr 
oder weniger ausgesprochenen 
Knick steil in die Höhe zu gehen; 
dann steigt die Viskosität bis : 
zur vollständigen Gelatinierung $ 
wieder weniger steil an. e 

Eine Abnahme derOberftächen- X 
spannungserniedrigung während N H 
der gelıtinösen Umwandlung der ` 
Eucupinlósung ist angedeutet. ze 
Gemessen wurde im Traubeschen 
Stalagmometer. 


15 







1,4 


05h 
ch 
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21. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,125 proz. Eucupin- 
lösung und Acetatpuffer (von pp 6,49). Zimmertemperatur (21°). 











Tabelle XXI. 
Probe 1 Probe Il 
Se Tropfenzahl an EE Tropfenzahl 

150 | 328 | 
11 54 | 30,9 1 
11 58 30,8 l 
12 02 | 30,4 1 
12 06 301 2 
12 10 298 | 2 
12 14 2992 | 2 
12 20 29,1 | 2 
12 24 28,8 2 17 29,3 
12 28 287 | za 29.6 
12 32 287 | 22% 28,7 
12 34 28,3 2 29 28,2 
12 40 28,0 2 33 28,3 
12 44 27,6 2 37 27,2 
12 48 27,2 
12 52 272 | 


Bereits Arrhenius !) wies darauf hin, daß die Leitfähigkeit eines 
salzhaltigen Gelatinesols sich nicht ändert, wenn das Sol zu Gel er- 
starrt Dies konnten wir auch für unser Gemisch feststellen. (Vgl. 
Versuche 22 u. 23. Tab. XXII u. XXIII.) 

22. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupin- 


lösung und Acetatgemisch (n/l pe 5,06) Temperatur 19,0%. Erste Messung 
25 Minuten nach Herstellung des Gemisches. 


Tabelle XXII. 











OE DA a Jo oze fc ` 
p Obm č u SE MEERE Ohm 

10h 51’ 23,56 Se 12h 11’ 23,0) (83538; 
11 01 23,56 SS 12 21 23,90 | a335 
11 00 23,56 ae 12 31 23,90 | (3 Zaire 
11 21 23,56 = 12 41 23001 13485; 
11 31 23,78 = 12 5l 23,90 | 55255} 
11 41 23,78 — 1 01 230 | [“S%s 4 
11 51 23,78 == 1 11 | 23,90 | ¡522230 
12 01 23,78 Feste Gallerte 





Die Bildung der Gallerte und deren Verflússigung sind reversible 


Vorgánge. 


1) Zitiert nach Freundlich, Le, S. 973. 


Wird eine opake Eucupingallerte durch Erwármen ver- 
flüssigt, so wird sie völlig klar; sie erstarrt dann wieder meist zu 
einer viel durchsichtigeren Gallerte, wie die vorige war. 

Das Eucupingel, das einem gewöhnlichen Gelatinegel so täuschend 
ähnlich ist, kann auch zur Darstellung der Liesegangschen Ringe 
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benutzt werden. Setzt man 3 ccm 0,5 proz. Eucupinlösung und 3 ccm 
Acetatgemisch (2 Teile n-Essigsäure, 8 Teile n-Natriumacetat) mit 
geringen Mengen Kaliumbichromat (etwa 0,1 proz.) in einem Reagenz- 
glas zusammen und überschichtet das vollkommen erstarrte Gel mit 
einer Silbernitratlósung, so kann man am nächsten Tage schon aus- 
gehildete Ringe vom Silberchromat erhalten. 


23. Versuch. Zusammensetzung: Gleiche Teile 0,32 proz. Eucupin- 
sung und Acetatgemisch (n/l1 py 5,36). 


Tabelle XXIII. 
pen Widerstand `. u u SS nn 
B Ohm REES _ 
| | 
10h38 ı 219 EN 
10 41 22,05 = 
10 43 ' 222 , Feste Gallerte 
10 54 22,2 Wird das Gel wieder verflüssigt und von neuem bis zur Gelas 
11.0 22,05 | tinierung gemessen, erhält man die gleichen Werte. 


Die optische Untersuchung des Gelatinierungsvorganges wird aus- 
führlich an einer anderen Stelle erfolgen. Hier seien nur einige Angaben 
gemacht. Wird das Eucupingel bei schwacher Vergrößerung und enger 
Blende betrachtet, so sieht man über das ganze Gesichtsfeld verteilt lange, 
schmale, schwach konturierte, an den Enden leicht bogenförmig zugespitzte 
Gebilde. Schüttelt man das Gel heftig, so wird es unter Schaumbildung 
flüssig und flockt aus. Im mikroskopischen Bild sieht man dann zahlreiche 
deutlich konturierte, mehr oder weniger kreisförmig begrenzte (tropfige) 
Gebilde. Sie sind oft von nur schwach sichtbaren gelben Flecken umgeben, 
die optisch zu feinen Kristallen aufgelöst werden können. Auch beim Ver- 
mischen der Eucupinlösung mit Acetatgemisch sieht man häufig bei ge- 
eigneten Versuchsbedingungen eine feintropfige Ausscheidung des Eucupins. 
Die anfangs lebhafte Bewegung dieser Trópfchen bei mikroskopischer Be- 
trachtung wird bald träge und hört auf; schließlich verschwinden die 
Kügelchen, und das Gesichtsfeld wird optisch leer. 


Zusammenfassung. 
Es wird ein Chinin- und Eucupingel beschrieben und die Be- 


dingungen für das Entstehen des gelatinösen Zustandes dieser Ver- 
bindungen werden untersucht. 


Über 
die Wirkung des Chinins und des Atoxyls auf Pankreaslipase. 


Von 
P. Rona und R. Pavlovic. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


In einer früheren Versuchsreihe ist gefunden worden, daß die 
Leberlipase und die Blutlipase gegen Chinin sich ganz verschieden 
verhalten!). Lipase im menschlichen Serum ist sehr empfindlich gegen 
Chinin, bereits 0,01 mg Chinin hydrochl. (in 50 com Gesamtvolumen) 
wirken hemmend auf das Ferment. Die Lipase aus der (menschlichen) 
Leber ist hingegen selbst gegen 10 mg Chinin (unter denselben Be- 
dingungen) vollkommen unempfindlich. Dieser Befund ist insofern 
von allgemeiner Bedeutung, da es so auf dem Wege der „Giftanalyse“ 
möglich war, so gleichartig wirkende Fermente zu trennen, die bloß 
auf Grund der Art und Weise ihrer fermentativen Wirkung kaum 
voneinander zu unterscheiden gewesen wären. Ferner ist diese Be- 
obachtung auch praktisch für die klinische Diagnostik verwendbar, 
da auch Gemische beider Fermente auf ihren Gehalt an den einzelnen 
Fermentarten mittels des Chinins quantitativ analysiert werden 
können, und so z. B. das Vorkommen von Leberlipase im Blut, etwa 
bei Zugrundegehen von Lebergewebe exakt nachweisbar wird?). Es 
war daher naheliegend, noch weitere Untersuchungen anzustellen, 
wie die Lipasen anderer Organe sich gegen verschiedene „Gifte“ 
verhalten, um zu versuchen, ob nicht auf diesem Wege gewisser- 
maßen eine ‚„Fermenttopographie“, eine Feststellung der Herkunft 
der einzelnen Fermentarten in einem Gemisch von Fermenten, all- 
mählich auszuarbeiten wäre. In der vorliegenden Arbeit ist die 
Lipase der Pankreasdrüse, in der nächstfolgenden die Magenlipase 
einer Untersuchung in der erwähnten Richtung unterzogen worden. 


1) Diese Zeitschrift 130, 225 (1922). 
2) Vgl. hierzu P Rona, H. Petow, H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 1, 
2366, 1922. 


P. Rona u. R. Pavlovic: Wirkung des Chinins und Atoxyls usw. 109 


Wir arbeiteten einmal mit dem wässerigen Organextrakt, dann mit 
dem Sekret aus einer Pankreasfistel, die an einem Hunde angelegt worden 
it!) Hiervon wurden meist Verdünnungen 1: 100 angewendet. Zur 
Darstellung des Organextraktes wurde die ganze Pankreasdrüse einer 
möglichst frischen Leiche zerkleinert, in der Fleischmühle fein gemahlen, 
der Brei mit etwa 150 ccm physiologischer Kochsalzlósung eine halbe Stunde 
geschüttelt, dann zentrifugiert und filtriert, und die milchige Flüssigkeit 
mit Toluol versetzt aufbewahrt. Der so gewonnene Extrakt hat eine sehr 
starke Wirksamkeit (verwertet wurde eine Verdünnung mit destilliertem 
Wasser 1: 300 bis 1: 400), die bis sechs Wochen unverändert bleibt; erst 
nach dieser Zeit sinkt sie allmählich ab. In verdünnterem Zustande verliert 
das Ferment jedoch schon in 6 bis 7 Tagen seine Wirkung. 

1. Vorversuche haben ergeben, daß der optimale p,, der Lipase (ge- 
messen an der Spaltung von Tributyrin) sowohl im Pankreasextrakt als 
im Sekret, das aus der Pankreasfistel gewonnen worden ist, bei 6,95 bis 
8,0 liegt. Bei höheren H’-Ionenkonzentrationen nimmt die tributyrin- 
spaltende Wirkung immer mehr ab und hört etwa bei py 3,7 auf. Im 
alkalischen Bereiche von etwa py 8,50 ist die Wirkung auch schwächer. — 
Der Spaltungsvorgang verläuft nach der monomolekularen Reaktion. Die 
Zeiten gleichen Umsatzes verhalten sich umgekehrt wie die Fermentmengen. 

Einige Versuchsergebnisse über diese Verhältnisse sind in folgendem 
mitgeteilt. | 

Im 1. Versuch (Pankreassaft vom Hund) wurden folgende Geschwindig- 
keitskonstanten bei den verschiedenen Py gefunden. 








Tabelie 1. 
mo... , 217 | 3,74 | 5,49 | 7,01 | 778 | 8,50 
Kanes ¿0 | © 000737 ' 001218 ; 0,01513 ` 001244 


Im 2. Versuch (Pankreasorganextrakt, Mensch) findet man dieselben 
Verhältnisse. 





Tabelle 11 
EE 
a... alas (556 ¡69 742 an |989 
ee O° | 0,00492 0,00746 ' 0,02247 0,02672 0,038 17| 0,0237 


Im 3. Versuch (Pankreasorganextrakt, Hund) wurde gefunden: 








Tabelle III. 
— eo a ==> 
mp A4 5,33 | 778 | 801 8,50 
` 0 000492 | 001422 | 001408 | 0,01047 


Verhielten sich (im 4. Versuch Pankreasextrakt, Mensch py, 7,64) die 
Fermentkonzentrationen wie 1: 1, : */,, so wurden für die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,01411, 0,00716, 0,004 33. 

Verhielten sich (im 5. Versuch Pankreassaft, Hund py 7,52) die Ferment- 
konzentrationen wie 4:2:1: %, so wurden für die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,04523, 0,02181, 0,01461, 0,007 31. 


1) Für die Ausführung der Operation sind wir den Herren Prof. Bickel 
und Dr. van Eweyk zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 
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Verhielten sich (im 6. Versuch Pankreasextrakt, Mensch Py 7,82) die 
Fermentkonzentrationen wie 1: Y, : */,, so wurden für die Geschwindigkeits- 
konstanten gefunden bzw. 0,01227, 0,00573, 0,00298. In einem anderen 
ebenso angelegten Versuch waren die betreffenden Konstanten 0,01231, 
0,00596, 0,003 36. 

Erwärmen der Fermentlösung 1 Stunde auf 55° schwächt die Wirkung 
bedeutend ab, kurz dauerndes Aufkochen vernichtet sie ganz. So wurde 
in einem Versuch (py 7,68) mit k = 0,02281 nach einstündigem Erwärmen 
auf 55° k = 0,00730 gefunden, nach dem Aufkochen war keine Spaltung 
mehr zu beobachten. 


2. Bemerkenswert ist die Tatsache, daß die Pankreaslipase im Gegen- 
satz zu der Leber- und Serumlipase gegen FNa nur sehr wenig empfind- 
lich ist. 

So wurde im 7. Versuch (py 7,86) Pankreasextrakt (Mensch) einmal 
mit, einmal ohne FNa auf Tributyrin einwirken gelassen. Die angewandte 
F Na-Menge betrug in diesen wie in den folgenden Versuchen etwa 60 mg 
in 50 ccm Gesamtvolumen. Die Geschwindigkeitskonstante war ohne F Na 
0,05977, mit FNa 0,051€8. — In einem gleich angelegten Versuch wurde 
gefunden ohne FNa k = 0,09118, mit F Na 0,06009. 

Im 8. Versuch (pu 7,71) wirkten gleiche Mengen F Na einmal auf Leber- 


lipase, dann auf Pankreaslipase (Organextrakt, Mensch). Während die 
Wirksamkeit der Leberlipase (k ohne FNa = 0,0861) vollkommen ver- 


> nichtet war, sank sie bei der Pankreaslipase 
=p 35% (k ohne FNa = 0,04356, mit FNa 
0,0286). 
90 Deutlich sind die Verháltnisse auch 
A aus der nebenstehenden Abb. 1 ersichtlich. 
e 9. Versuch (Abb. 1) py 7,83. I. Pan: 
70 kreasextrakt (Mensch) ohne F Na (k= 0,37%). 
II. mit FNa (k = 0,0259). Hemmung 
60 31,5%. III. Leberextrakt (Hund) ohne F Na 
(k = 0,0316). IV. mit FNa totale Hem- 
50 mung. 
Es liegt somit ein verschiedenes Ver- 
40 halten der Leber- und Serumlipase einer- 
| seits und der Pankreaslipase andererseits 
e vor, was zur Trennung dieser Ferment- 
Si arten in Gemischen herangezogen werden 
X kann. 
y 10 3. Betrachten wir nun die Wirkung 





des Chinins (angewendet wurde stets 
O 10% 20" 30 «0 so Chinin hydrochloricum, in den Versuchen 
Abb. 1. einfach als ,Chinin* bezeichnet) auf die 
Pankreaslipase, so zeigt es sich, daß diese so verläuft wie bei der 
- Invertase und der Serumlipase. Die Hemmung unter dem Einfluß 
dieser Verbindung ist beträchtlich. Trägt man auf der Abszisse den 
Logarithmus der Giftkonzentration, auf der Ordinate den Logarithmus 
der Hemmungen auf, so erhält man eine gerade Linie. 





tog A cp: 
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Dies zeigen folgende Versuche. Die Anordnung war stets: 1 ccm Ferment 
und Leem Gift (bzw. physiologischer Kochsalzlósung) 1 Stunde stehen 
gelassen, dann 3 ccm Regulator (Phosphatgemisch) und 50 ccm gesättigte 
wässerige Tributyrinlösung. 

10. Versuch. (Tabelle IV, Abb. 2.) Pankreassaft (Hund) py 6,95. 
































Tabelle IV. 
Nr. Chinin | Relative k Hemmung 
“mg in 55com ' Giftkonzentration o, 

= A NEE Se — BR = a > 
1 0 ` — 000768; 0 

2, 1,25 l 0,006 07 | 20,75 
A 2,50 2 

4; 5,0 | 4 

5. 10,0 8 


























log C — log C ——» 
Abb. 5. Abb. 6. 
11. Versuch. (Tabelle V, Abb. 3.) Organextrakt (Mensch) py 7,75. 
Tabelle V. 

Mei Chinin Relative | k Hemmung 

mg in 55 ccm Sultkonzentialion] o 
1 0 — | 0,010 84 0 
2 0,62 1 0,007 80 | 28,0 
3 1,25 2 0,006 72 | 38,0 
4 2,5 4 0,005 23 | 51,75 
5 5,0 8 0,003 16 | 70,85 
6| 10,0 16 0,001 88 | 82,66 
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12. Versuch. (Tabelle VI, Abb. 4 und 5.) Organextrakt (Mensch) py 7,82, 


Tabelle VI. 
EE EE 
Nr. Chinin Relative Hemmung 

| mg in 55 ccm Giltksnzeutalon o, 

















0,012 27 0 

0,005 57 | 54,61 
0,003 84 | 68,70 
0,002 16 | 82,40 


LY 
n 
OG N | 


0 100 


13. Versuch. (Tabelle VII, Abb. 6.) Organextrakt (Mensch) py 7,82. 























Tabelle VII. 

Nr Chin hinin Relative k | Hemmung 

“y mg in 55 ccm Gg gi, 
EE Ee nn 
| 0 o | 0,012 31 0 

2 0,62 ] | 0,00639 | 48,09 

3 | 1,25 2 0,004 96 58,34 

4 25 4 | 0,00382 | 68,80 
sl 50 8 0.00176 | 8570 


Setzen wir die Größe der Hemmung des Chinins auf die Pankress- 
lipase den vom Ferment aufgenommenen (adsorbierten) Chininmengen 
proportional, die gegen die in der Lósung vorhandenen Chininmengen 
als klein angesehen werden kónnen, so liegt in den Kurven eine 
Adsorptionsisotherme vor, und wir hätten es bei der Vergiftung, 
wenigstens in ihrem ersten Stadium, mit einem Adsorptionsprozeb 
zu tun. Dieser geht aber nicht momentan vor sich. Wie die 
folgenden Versuche zeigen, steigt die Hemmung der Fermentwirkung 
mit der Zeit an und erreicht erst allmählich ihre volle Höhe. 


14. Versuch. Organextrakt (Mensch) py 7,40. a) ohne Gift, sonst überall 
10 mg Chinin in 55 ccm Gesamtvolumen. 











Tabelle VIII. 
E a a 
Zeit — déi sofort |nach 15' 307 45' 60' 120 
E A 0,010 35 | 0,008 47 | 0,007 47 | 0,007 15 | 0,004 79 























15. Versuch. Organextrakt (Mensch) pe 7,40. a) ohne Gift, sonst 
_ überall 10 mg Chinin in 55 eem Gesamtvolumen. 


Tabelle IX. 
Es g e J da | e | E] e. 


Zeit . . A, | sofort nach 15’ 30’ | 45’ | 60 | 120 
TEEN 0,005 0 | 0,004 40 | 0,004 10 ' 0,003 46 | 0,002 53 
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Vergleicht man nun die Adsorptionsisothermen nach ein- und 
nach zweistündiger Giftwirkung, so findet man, daß die Art der 
Adsorption sich nicht geändert hat, der Exponent in der Adsorptions- 
formel nach Freundlich ist derselbe geblieben: die Kurven verlaufen 

















parallel. Dies zeigen die folgenden Versuche. 
16. Versuch. (Tabelle X, Abb. 7.) Organextrakt (Mensch) py 7,71. 
a) Ferment + Chinin 1 Std. gestanden; b) Ferment + Chinin 2 Std. gestanden. 
Tabelle X. 
CECR Feat Wal, eg 
8.312855 S ab gäe E 
Nr. [288 337 DEER E Er k EE 
AS |% EA 1 _ “lo 
E er e EE EN = 
LI 40 0 0,008 42 — Se Ar e — — — 
2a ` 125| 1 | 000701 | 2108 | 2b | 1,25 | 1 | 0,00628 | 25,42 
3a 25 2 0,005 60 33,49 | 3b | 25 2 0,005 06 | 39,91 
da y 50, 4 0,00462 | 45,13 | 4b | 50 | 4 | 0,00400 | 52,50 
5a "100 | 8 | 000312 | 6295 | 5b wa, 8 | 000210 | 75.06 





log € ——> 


Abb. 7. bb. 8. 


A 
a) + nach jk Std.; b) x nach 1 Std.; c) o nach 2 Std. 
Organextrakt (Mensch) py 7,71. 
a) Ferment + Chinin !/, Stunde gestanden; b) Ferment + Chinin 1 Stunde 
gestanden; c) Ferment + Chinin 2 Stunden gestanden. 


b) x nach 2 Std. 
(Tabelle XI, Abb. 8.) 


a) + nach 1 Std.; 
17. Versuch. 
































Tabelle XI. 

By FE Ze KEE EE 
e sf, ap a Bed |a? a Bega T 
del e Lëfln Zësäëz k |ž8 jne ¿ñazag E [Sa 
| PSG Dia Es E o o | 25” = % 
| Ek 

1,25 1 0014 0248,61 2b | 1,25 1 0,0115257,77| 20 , 1,25 1 0,010 25| 62,43 

25| 2 0.010 76 60,56| 3b 2,5 | 2 0,008 64 68,33 3c | 25 | 2 0,007 38| 72,95 

50 | 4 0.00848:68,92|4b 5.0 | 4 '0,00631/76,87| 4c | 5,0 | 4 |0,004 94| 81,90 
100) 8 0,005 4878.08] 5b 100! 8 0,0045683,29| 5c !10,0 | 8 [0,003 64| 86,62 
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~ 18. Versuch. (Tabelle XII, Abb. 9.) Organextrakt (Mensch) Py 7,68. 
a) Ferment + Chinin 1 Stunde gestanden; b) Ferment + Chinin 2 Stunden 
gestanden. 




















Tabelle XII. 
È è | o 
$ SS ef gies A8 
Nr. $ k TÉ Nr. Së | 33: | k | TE 
Ö O PER NN = 5 IR | WÉI 
EE E l 
ı lo o oosa] — | — Kësse | e | = 
2a | 125/ 1 [000973 | 31,67 | 2b | 125 | 1  0,00880 | 38.20 
3a | 25 | 2 [000788 | 4476 | 3b 25 | 2 "on, 55.26 
4a | 50 | 4 | 000644 ' 5476 | 4b : 50 | 4 0,00449 | 68,4 
5a |100 | 8 | 000412 , 7107 | 5b : 100 | 8 . 000288 | 8111 





Schon diese Versuche weisen darauf hin, daß der Vorgang der 
Vergiftung nicht reversibel ist. Dies zeigen auch diejenigen Versuche, 
bei denen das Ferment mit dem Chinin in 
verschiedenen Verdünnungen eine Zeitlang 

$ gestanden hat und dann das Gemisch mit 
Tributyrin bzw. Tributyrin + Pufferlösung ` 

auf das gleiche Volumen gebracht worden 

ist. Obgleich aus experimentellen Gründen 

die Verdünnungen nicht stark variiert werden 
konnten, waren deutliche Unterschiede in 

der Hemmung der Fermentwirkung zu beob- ` 


log h => 
w 


loge —= achten; das Chinin in der stärkeren Konzen- 
Abb. 9. tration vergiftete stärķer und die nachtrāg- 
a) x nach 1 Stunde; liche Verdünnung hat dies nicht mehr rück- 


b) ° nach 2 Stunden. EE 
gängig gemacht. 

19. Versuch.  Organextrakt (Mensch) py 7,71. a) Leem Ferment 
+ 14 cem Puffergemisch (Phosphat) + 40 cem Tributyrinlósung. b) Zuerst 
1 ccm Ferment + 13 ccm Puffergemisch + 1 cem (= 10 mg) Chinin. Dann 
werden in b, sofort, in b, nach 120 Minuten 40 ccm Tributyrin zugefügt. 
c) Zuerst 1 cem Ferment + Leem (10 mg) Chinin. Dann werden in c, sofort, 
in c, nach 120 Minuten 13 ccm Puffergemisch + 40 cem Tributyrin zugefügt. 


Tabelle XIII. 


em — === 


a bi | ba Ä d | e 











0,014 31 ` 0.006 60 
Hemmung. ... i 0 ‚18,68 ‚52 03 46,68 | 75,19%, 

l 20. Versuch. Anordnung wie im 19. Versuch. Nur in c, stehen Ferment- 
Chinin nicht zwei, sondern 1 Stunde vor Zufügen des Tributyrins. 








Tabelle XIV. 
eeh a a Lem 
k ne e aA 0,01702 |. 0,01224 | 0,00831 | 0,01107 ` 0,00651 


Hemmung... . | 0 . 28,18 51,20 ; 34,96 61,559, 
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Ganz in dem Sinne sprechen auch die Dialysenversuche: nach 
der Dialyse war die Hemmung, verglichen mit der vor der Dialyse 
nicht geringer, in einigen Versuchen, wohl infolge der längeren Ein- 
wirkungsdauer des Giftes, sogar noch etwas stärker. Dialysiert wurde 
in Schleicher-Schüll-Hülsen gegen destilliertes Wasser. 

Die Vorversuche zeigten, dal das Ferment nicht dialysiert und auch 
während der Dialyse nicht seine Wirksamkeit verliert. 

21. Versuch. Innenflüssigkeit 7 ccm Organextrakt unverdünnt (Mensch), 
Außenflüssigkeit 10 cem destilliertes Wasser. Dialyse 3 Tage lang. Der 
wie üblich angestellte Spaltungsversuch ergab: k vor der Dialyse = 0,04992, 
nach der Dialyse 0,04300, Außenflüssigkeit: keine Spaltung. 

22. Versuch. Innenflüssigkeit 6ccm Fermentlösung (unverdünnter 
Organextrakt (Mensch) + 4 cem Chinin (40 mg). Außenflüssigkeit 60 ccm 
destilliertes Wasser. Dauer der Dialyse 24 Stunden. — k (Pa 7,86) ohne 
Gift vor der Dialyse 0,015 36, nach der Dialyse 0,01035. — Mit Gift wurden 
je drei Proben (a, b, c) angesetzt. Gefunden wurden für k vor der Dialyse in 
a) 0,002 55, b) 0,00259, c) 0,00245; nach der Dialyse in a) 0,003 23, b) 0,003 65, 
e) 0,003 77. 

23. Versuch. Innenflüssigkeit 4ccm Ferment (Organextrakt unver- 
dünnt, Mensch) + 6ccm (60 mg) Chinin. Außenflüssigkeit 75 ccm dest. 
Wasser. Dialyse 24 Stunden. k (py 7,86) vor der Dialyse ohne Chinin 
0,01536, mit Chinin 0,00504; nach der Dialyse mit Chinin k = 0. 

24. Versuch. Innenflüssigkeit 2 cem Ferment (Organextrakt unver- 
dünnt, Mensch) + 6ccm (60 mg) Chinin. Außenflüssigkeit 75 cem dest. 
Wasser. Dialyse 24 Stunden. — k ohne Gift vor der Dialyse 0,01536, k mit 
Chinin vor und nach der Dialyse = 0. 

Ein vor der Dialyse total vergiftetes Ferment hat sich demnach 
während der Dialyse nicht regeneriert. 

25. Versuch. Innenflüssigkeit 8 ccm Ferment (Organextrakt, Mensch) 
+ 7 ecm (70 mg) Chinin. Außenflüssigkeit: strömendes Leitungswasser. 
Dialyse 4 Stunden. pu 7,86. — k ohne Gift vor der Dialyse 0,05977; mit 
Chinin vor der Dialyse 0,03515; mit Chinin nach der Dialyse 0,01820. 

Alle diese Versuche sprechen dafür, daß nach der Aufnahme des 
Giftes durch das Ferment, die wie ein AdsorptionsprozeB verläuft, 
bald sekundär irreversible Vorgänge sich abspielen, die sich der 
reinen Adsorption, wie wir sie bei dem System Chinin—Invertase 
kennen gelernt haben, überlagern. 

4. Die J.eberlipase ist gegen Atoxyl außerordentlich empfindlich. 
Bereits 0,0001 mg Atoxvl (in 55ccm Gesamtvolumen) üben eine 
hemmende Wirkung auf dieses Ferment aus. Um so bemerkenswerter 
ist ee, daß die Pankreaslipase (sowohl Organextrakt aus der 
Pankreasdrüse als auch der Pankreasfistelsaft) gegen Atoxyl, selbst 
in Dosen von 20 mg, vollkommen unempfindlich ist. Dies zeigen die 
folgenden Versuche. 

26. Versuch. Organextrakt (Mensch) py 7,82. a) ohne Gift k = 0,01396 
b) mit 10 mg Chinin k = 0; c) mit 10 mg Atoxyl k = 0,018 97. 

27. Versuch. Organextrakt (Mensch) pu 7,88. a) ohne Gift k = 0,01701. 
b) mit 5 mg Chinin 0,005 24; c) mit 10 mg Atoxyl 0,01931. 


g * 
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28. Versuch. py 7,78.- Pankreassaft vom Hund mit a) 1 ccm dest. 
Wasser; b) Leem (10 mg) Atoxyl; c) 1 cem (10 mg) Chinin. kin a) 0, 01231, 
b) 0,01334, c) 0,008 15. 

In einem Gemisch von Leberlipase und Pankreaslipase wird nur 
die Leberlipase von Atoxyl vergiftet. 

29. Versuch. py 7,52. a) 1 ccm Leberextrakt + 1 cem physiologische 
Kochsalzlösung. a) Leem Leberextrakt + Leem (10 mg) Atoxyl. - 
b) 1 ccm Pankreassaft vom Hund + Leem physiologische Kochsalzlösung. 
b,) 1 cem Pankreassaft + 1 ccm (10 mg) Atoxyl. — c) 0,5 ccm Leberextrakt 
+ 0,5 ccm Pankreassaft + 1 ccm physiologische Kochsalzlósung. c,) 0,5 ccm 
Leberextrakt + 0,5 ccm Pankreassaft + Leem (10 mg) Atoxyl. — Für die 
Geschwindigkeitskonstanten wurde gefunden: 


Tabelle XV. 


o '! b | bi \ c | a 


0 001217 ` 001282 | 0,01520 | 0,0088 











EI? 
700 





Abb. 10, Abb. 11. 
+ ohne Gift; x mit 10 mg Atoxyl; a) x ohne Gift; b) + mit 5mg Chinin; c) ° mit 5mg 
o mit 20 mg Atoxyl. Atoxyl; d) o mit 5mg Chinin + 5 mg Atoxyl. 

30. Versuch. py 8,18. a) 1 ccm Leberextrakt + 1 cem physiologischer 
Kochsalzlösung. al Leem Leberextrakt + lcem (10 mg) Atoxyl. — 
b) Leem Pankreasextrakt (Mensch) + lccm physiologische Kochsalz- 
lösung. b,) lccm Pankreasextrakt + Leem (10 mg) Atoxyl. — c) lem 
Pankreasfistelsaft vom Hund + Leem physiologischer Kochsalzlósung. 
c,) 1 ccm Pankreasfistelsaft + Leem (10 mg) Atoxyl. Für die Geschwindig- 
keitskonstanten wurde gefunden: 

Tabelle XVI. 


a i | a | b bi c Ga 











k... .. . 100073 | 0 ; 001227 , 001392; 0,01880 | 0,01628 
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Daß selbst 20 mg Atoxyl unwirksam auf die Pankreaslipase sind, zeigt 
die Abb. 10. (31. Versuch. Organextrakt vom Menschen. py 7,88.) k ohne 
Gift 0,01662, mit 10 mg Atoxyl 0,01662, mit 20 mg Atoxyl 0,01672. 

Läßt man Chinin und Atoxyl zur gleichen Zeit auf die Pankreas- 
lipase wirken, so tritt nur die Wirkung des Chinins in Erscheinung; 
ob Atoxyl noch daneben in der Lösung vorhanden ist, ist gleichgültig. 

32. Versuch. (Abb. 11.) Organextrakt (Mensch) pu 7,88. a) Leem 
Ferment + 3 ccm Pufferlösung (Phosphat) + 50 ccm Tributyrin + 2 ccm 
destilliertes Wasser. b) 1 ccm Ferment + 1 cem (5 mg) Chinin stehen eine 
Stunde; dann 3ccm Puffer + 50 ccm Tributyrin + Leem destilliertes 
Wasser. c) 1 ccm Ferment -+ Leem (5 mg) Atoxyl stehen 1 Stunde, dann 
3ccm Puffer + 50 ccm Tributyrin + 1 cem destilliertes Wasser. d) 1 ccm 
Ferment + 1 cem (5 mg) Chinin + Leem (5 mg) Atoxyl stehen 1 Stunde, 
dann 3 ccm Puffer und 50 cem Tributyrin. — kin a) 0,02125, b) 0,00878, 
in c) 0,02099, in d) 0,00902. 

33. Versuch. Organextrakt (Mensch) py 7,88. Anordnung wie im 
31. Versuch. k (ohne Gift) = 0,01874; k (mit 5 mg Chinin) = 0,00815; 
k (mit 5mg Atoxyl) = 0,01838; k (mit 5mg Chinin + 5mg Atoxyl) 
= 0,008 21. 

34. Versuch. Organextrakt (Mensch) 757,71. 8) k (ohne Gift) 
= 0,02273. b) k (mit 10 mg Chinin) = 0,00457. c) k (mit 10 mg Atoxyl) 
0,02238. d) k (10 mg Chinin + 10 mg Atoxyl) = 0,0078. In den Versuchen 
b) bis d) standen Ferment und Gift eine Stunde vor Zusatz des Tributyrins 
zusammen. — .In Versuch e) stand das Ferment eine halbe Stunde mit 
10 mg Chinin, dann eine weitere halbe Stunde noch mit 10 mg Atoxyl. 
k = 0,00669. Im Versuch f) stand das Ferment mit Atoxyl + Chinin 
(je 10 mg) 1 Stunde vor Tributyrinzusatz. k = 0,00949. 


Auf Grund der mitgeteilten Beobachtungen ist es demnach leicht, 


Pankreaslipase und Leberlipase in ihren Gemischen voneinander zu 
trennen. 


Zusammenfassung. 

l. Die Wirkung der Pankreaslipase (wässeriger Organextrakt vom 
Menschen, Pankreasfistelsaft vom Hund) wird von Chinin (Chinin. 
hydrochlor.) stark gehemmt. 

2. Trägt man die Logarithmen der Chininkonzentration auf der 
Abszisse, die Logarithmen der Hemmungen auf der Ordinate auf, so 
erhält man eine Gerade. 

3. Die Vergiftung erfolgt nicht momentan, sondern steigt mit 
der Zeit an. Sie ist nicht reversibel. 

4. Gegen Atoxyl ist die Pankreaslipase (sowohl Organextrakt wie 
Fistelsaft) ganz unempfindlich, während die Leberlipase außerordentlich 
empfindlich ist. 

5. FNa hemmt die Wirkung der Pankreaslipase nur wenig, die 
der Leberlipase und Serumlipase sehr stark. 
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3. Versuch. Zusammensetzung wie im Versuch 1. 
Tabelle IV. 








| Chinin PH | k | E 
lo 


"|; mg in 55 ccm 
































6,93 0,001 03 48,8 
6,74 0,002 52 — 
6,74 0,001 69 | 32,9 
6,42 0,003 23 — 
6,42 0,002 52 | 21,9 
4. Versuch. Zusammensetzung wie im Versuch 1. 
Tabelle V. 
Chini Hemmung 
Nr eg in 55 com | PH | k o, 
Gg eng "` a e Ee | 
1 0 7,81 0,001 26 | — 
2 10 7,81 0,000 45 64,3 
ER 0 7,71 | 0,00135 | — 
d` 10 L ou 0,000 56 58,5 
5! O | 689 | 000504 |  — 
6 10 | 6,89 | 0,002 24 | 52,0 





5. Versuch. Leem Säuglingsmagensaft (zweifach verdünnt), Leem Chinin, 
3cem Pufferlösung. Nach einer halben Stunde 50 cem Tributyrinlösung. 











-Tabelle VI. 
e NEEN 

Di mg in ve Pu | k | dÉ 

1 0 7,72 0,003 15 — 

2 10 7,72 0,001 64 47,9 
3 0 6,80 0,006 96 — 

4 10 6,80 0,004 84 30.5 
5 0 5,87 0,011 24 — 

6 10 . 5,87 0,009 46 ' 15,8 


| t 


Wie aus den Versuchen ersichtlich ist, 
hängt die hemmende Wirkung des Chinin- 
3 hydrochlors auf das Ferment (bei gleicher 
Chininkonzentration und unter sonst 
gleichen Bedingungen) stark von der 
H'-Ionenkonzentration ab, entsprechend dem Dissoziationzustande 
des Chininsalzes, wie dies schon früher gefunden wurde!). Bei pm? 
ist sie maximal, bei 756 kaum mehr nachweisbar. Übersichtlich 
sind die Verhältnisse in der beifolgenden Kurve (Abb. 1) dargestellt. 


1) Vgl. P Rona und E. Bloch, diese Zeitschr. 118, 185, 1921. 
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3. Betrachten wir nun die Abhängigkeit der Chininwirkung von 
der Chininkonzentration (bei konstanter H -Ionenkonzentration), so 
finden wir, wie bei der Pankreas- 
lipase, daß die Chininkonzentrations- 
Hemmungskurve eine Adsorptionsiso- 
therme darstellt. Dies zeigen die |“ 
folgenden Versuche und Abbildungen. lay 


6. Versuch. (Abb. 2.) 1 ccm Magen- È A 
saft (vierfach verdünnt), 1 cem Chinin, To 
3 com Phosphatgemisch (pu 4,63). 
Nach einer Stunde 50 ccm Tributyrin- 0 


50 





171 2 3 u 5 
Giffkonz. (mg m 55m) ——»- 

















lösung. 
Abb. 2. 
Tabelle VII. 
Nr. | Chinin Relative k Hemmung 
mg i in 55 ccm Ee lo 
10,4 
22,1 
44,6 
67,1 
Gong, (mg in 1 55cm) Re log der Konzentrationen —= u 
Abb. 3a. Abb. 3b. 


7. Versuch. (Abb. 3a und b.) Zusammensetzung wie oben (pp 7,65). 





Tabelle VIII. 
Nr. Chinin | Relative `. k | Hemmung 
' mg in 55 ccm ne el. o, 
1| o 0 0,002 62 = 
2 1,0 10 0,002 14 18,3 
3 | 2,2 22 0,001 93 26,3 
4 4,6 46 0,001 49 43,1 
5 100 100 | 000104 | 603 
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$. Versuch. :Abo.4a und b.) Zusammensetzung wie oben (py 1.63). 








Tabelle IX. 
Chae Keistive k Hemmung 

mg m 55am è Ganmcage e, 
l d 0 0.006 94 — 
2 1 ł 05 34 23.0 
3 5 5 0.104 29 332 
4 10 m Gi 47 30.0 
5 2) 2) (OR 48 613 






y 6 8 W 2 NW RB 20 
lhiftkonz. (mg in 55 æm) — log der Konzentrananen —= 
Abb. 4a. Abb. 4b. 


9. Versuch. (Abb. 5.) Zusammensetzung wie oben (py 7,54). 








Tabelle X. 
Nr Chinin Relative k | Hemmung 
mg in 55 ccm Giftmenge o d 
E. a 0 0,00243 '  — 
2 1.0 10 0,002 11 13,2 
d: 2,2 22 0.001 85 | 23,9 
4 4.6 46 0.00147 : 395 


log der Konzentrationen —» 
Abb. 5. 


10. Versuch. (Abb. 6.) Zusammensetzung wie oben (py 6,86) 




















Tabelle XI. 
N Chinin | Relati „| Hemmung 
pe mg in 55 em Giftmenge k 0, 
1: d 0 | 0,003 95 | — 
2 0,1 1 0,00395 , — 
3 0,5 5 0,00374 | 5,3 
4 1,0 10 0,00353 ` 106 
5 10,0 100 0,00175 | 557 


0 2 4 6 8 70 
Liffhone. (mg im 35 ccm) —— 
Abb. 6. 
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11. Versuch. (Abb. 7a und 7b.) l ccm Säuglingsmagensaft (zweifach 
verdünnt), 1ccm Chinin, 3 eem Phosphatgemisch (Py 7,52). Nach einer 
halben Stunde 50 com Tributyrinlösung. 




















Tabelle XII. 
Nr. Chinin Relative k ' Hemmung 
| mg in 55 ccm | Giftmenge dÉ 
1 | 0 0 | 0,00234 — 
2 | 1 ' 000215 | 8,1 
3 ! 5 5 0,001 82 22,2 
A | 10 Ä 10 0,001 50 35,9 
5 | 15 | 15 0,001 34 42,7 
6, Zu 20 ı 0,001 24 47,0 
| e 
$ 
. 
X 
x 
0 2 u 6 8 10 12 w 0 6 > 
Giftkonz. (mg in 55 com) log der Konzentrationen ——> 
Abb. 7a. Abb. 7b. 


Trägt man die Logarithmen der Chininkonzentration auf der 
Abszisse, die Logarithmen der Hemmungen auf der Ordinate auf 
(wie Fig. 3b, 4b, 5, 7b zeigen), so erhält man eine gerade Linie. 

Die Vergiftung der Magenlipase durch das Chinin hat keinen 
zeitlichen Gang, sondern erreicht sofort den maximalen Wert. 


12. Versuch. Leem Magensaft (zweifach verdünnt), l cem Chinin, 
A eem Phosphatgemisch (po 7,53), 50 eem Tributyrin. 

















Tabelle XIII. 
— n nn _— Se 
Ne.) Chinin Reihenfolge y k | ne 
l O  ' Lipase, Puffer, Tributyrin ....... 0,00299: — 
2: 10 5 S Chinin, Tribut. sofort 0,001 32 , 55,9 
3, 10 a Ss E ss nach 30' 0,001 47 | 50,8 
Z 10 | x i e S „ 60 ` 0,00160 | 46,5 

13. Versuch. Zusammensetzung wie oben (Py 6,93). 

Tabelle XIV. 
Nr. e Reihenfolge k a. 
l 0 Lipase, Puffer, Tributyrin ....... 0,00275) — 
2, 10 `: e e Chinin, Tribut. sofort : 0,001 32 | 52,0 
3: 10 g Ñ p, „nach 30 ' 0.00140; 49,1 
4% 10 S R a a „ 60 0.00135! 50,9 
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Die Reversibilität der Vergiftung wurde auf die Weise geprüft, 
daß man die Vergiftung bei einer leicht alkalischen bzw. neutralen 
Reaktion vor sich gehen ließ, dann die H-Ionenkonzentration nach 
der sauren Seite verschob und die Höhe der Vergiftung mit einer 
Probe verglich, die von vornherein bei der endgültigen pn der ersten 
Probe angesetzt wurde. Die Giftwirkung wurde als vollkommen 
reversibel ‚gefunden. Dies zeigen die folgenden Versuche: 

14. Versuch. Leem Magensaft (dreifach verdünnt), 3 ccm Regulator, 
l cem Chinin, dann 50 ccm Tributyrin. Zur Änderung der Reaktion wurden 


2ccm nH,PO, benutzt L bedeutet Lipase, R Regulator (Phosphat- 
mischung), Q Gift (Chinin). Pn-H,PO,-Lósung. T Tributyrinlösung. 















































Tabelle XV. 
u = y VE a ke 
Ft E Eë EN 
Nr. 88 Ursprüngliche a S | Zugefügt 3 Si k | Hemmung 
Gs | usarnmensetzung . A 2 38 
A Di EEN 
1| oO |L+R 7.63 nach 30 T 7683| 0,00180: — 
2 10 ¡L+R+G 763 „ 30 T ' 7,63 ; 0,00105 414 
3, OLR 763 | 30 P+ T|268| 000251 - 
1,10 |L+R+G 763 . 300 P+ T | 268 0,00187 , 255 
si O II4R+P 267 . 30 T 2,67 | 0,00366  — 
6 10° L+R-+G-+P:267| . WT 2,67 ' 0,002 85 22.1 
15. Versuch. Anordnung wie oben. 
Tabelle XVI. 
El | u Aa So 
Nr. ES | Ursprüngliche | BE Zugefügt u k Hemmung 
l & E | Zusammensetzung | 5 H i SE, | 
El 8 E kenn E oO% 
ba e EE Ber 
1 0O|L+R 6,85 | nach 30° T | 6,85 | 0,006 68 Zr 
2 10 |L+R+G 6,85) ,, 20 T ' 6,85 | 0,00269 | 59 
3" O |L+R 1685| „ 30 P+ T 3,17 | 0,005 65 | _ 
4 10 | L+-R+Q 1685| „ 30 P+ T 3,17 | 0,00365 | 35,4 
6 O|L+R+P |317 30" T |317 | 000285;  — 
6  WIL+R;IG+P3U| . 30 T 3,171 000184 | 354 
16. Versuch. Anordnung wie oben. 
Tabelle XVII. 
OT EI O 
Nr. E08 | Ursprüngliche E ~ | Zugefügt 5 D | k Hemmung 
: ug | Zusammensetzung e © WA 
Lo EZ a ' | 
> o = E | = ` 3) | GI i % 
l; OLR 7,61 nach 30' T 7,61 | 0,002 04 = 
2 WIL+R+Q 7,61 | „~ 20 T 201: 0,00102 : 500 
3| O L+R 761 30 P+ T' 6,03 0,00675 — 
4" 10 L+R+QG 764. 30 P+T 6.03 | 0,00575 | 148 
5: 0 L+R4+P om „n. WT 6.03 | 000933: — 
6 10, L+R+P 


+G 6,03 „Se T 6,03 0,009 06 ' 2,9 
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Wie man sieht, wird die ursprüngliche starke Hemmung durch 
Chinin nach der Verschiebung der H'- Konzentration in einem für 
das Chinin ungünstigen Sinne wieder rückgängig gemacht und auf 
eine Stufe gebracht, die demjenigen pu, bei welchem eine sonst gleiche 
Probe von Anfang an stand, entspricht. 

Der Grad der Hemmung hängt, wie oben angegeben, von der 
Chinin- und der H'-Ionenkonzentration des Gemisches ab, nicht aber — 
wie die folgenden Versuche zeigen — von der Fermentkonzentration. 

17. Versuch. 1 cem (bzw. 2 und 3 ccm) Magensaft (zweifach verdünnt), 


3cem Phosphatlösung, Leem Chinin. Nach 30 Minuten Tributyrinlösung 
(Pu 6,85). 





Tabelle XVIII. 

Nr. Relative | Chinin k Hemmung 

Fermentmenge | mg in 57 ccm Olo 
1 1 | O 001062 — 
2 1 | 10 0,006 46 39,2 
3! 2 0O | 001843 | — 
A 2 | 10 0,010 03 45,5 
ER 3 | 0,0006. — 
6. 3 ¡ 10 | 001291 ` 37,5 


Obgleich die Fermentmengen wie 1:2:3 variierten, waren die 
prozentigen Hemmungen úberall fast gleich. 
18. Versuch. 0,33 ccm (bzw. 1 und 3ccm) Magensaft (zweifach ver- 


dünnt), 3ccm Phosphatlösung, 1ccm Chinin; nach 30 Minuten 50 ccm 
Tributyrinlósung (py 6,85). 











Tabelle XIX. 
Nr. f Relative Chinin ` Hemmung 
Fermentmenge mg in 57 ccm | oo 
E EN EE z SÉ 
he Eet 
l 1 8 O | 0,00168 — 
2 | 1 10 0,000 99 41,0 
3 3 | 0 0 ‚005 39 = 
A 3 Iw 0,00312 | 420 
5! 9 | 0 0.015 20 — 
D H | 10 O, ‚008 39 | 44,8 


19. Versuch. 0,5 ccm (bzw. 1 und 2 ccm) Magensaft (vierfach verdünnt), 
3 ccm Phosphatgemisch, 1 ccm Chinin. Nach 30 Minuten 50 ccm Tributyrin- 
lösung (pp 6,85). 





Tabelle XX. 
Nr. Relative | Chinin k | Hemmung 
a In mg in 56 ccm | oo 

a | 0 0,000 77 ` 

2 ] 10 0,00044 429 

3 2 0 0,001 75 

4 2 10 0.001 05 40,0 

5 4 0 | 0,00358 ` 

6 4 10 (),002 01 43,8 
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Obgleich die Fermentmengen wie 1:4 und 1:9 variierten, waren 
die Prozent Hemmungen unverändert geblieben. 

4. Von den Derivaten des Chinins wurde genauer das Vuzin 
(Vuzin bihydrochlor.) auf seine die Magenlipase hemmenden Wirkungen 
untersucht. 

Auch hier konnte die ausschlaggebende Bedeutung der H'-Ionen- 
konzentration auf die Wirksamkeit dieses Alkaloidsalzes nachgewiesen 
werden. Auch hier stellt die Vuzinkonzentrations- Hemmungskurve 
eine Adsorptionsisotherme dar. 

Diese Verhältnisse zeigen folgende Versuche: 


20. Versuch. l cem Magensaft (vierfach verdünnt), 3 ccm Phosphat- 
gemisch, l cem Vuzin. Nach 30 Minuten Tributyrin. 





Tabelle XXI. 

N Vuzin | Hemmung 
ei mg in 57 ccm PH | k a, 
l 0 7,70 0,000 85 — 
2 0,1 7,70 0,000 24 | 71,8 
3: 0 6,82 0.004 49 e 
4 0,1 | 6,82 0,00166 | 63,0 
5 0 6,40 0,006 87 Ss 
6 0,1 640 ` 000392 ' 429 
71.0 591 1000, — 
8 0,1 5,91 | 000569 22,1 


21. Versuch. l cem zweifach verdünnter Magensaft, sonst wie oben. 








Tabelle XXII. 
Nr Vuzin | k Hemmung: 
mg in 55 ccm PH di 
l- d 6,86 0,010 14 — 
2. 0,5 6,86 0,001 51 85,1 
3 | 0 5,85 0,017 92 == 
4, 0 


5 587 | 0,008 39 53,2 


22. Versuch. Zusammensetzung wie oben. 








Tabelle XXIII. 
gë ` Vuzin ES, i | Hemmung; 
` mg in 55 ccm PH oh 
1 0 7,65 | 0,002 17 — 
d: 0,5 7,65 0,000 17 92,2 
ai o 6,86 | 0,007 82 a 
4 0,5 6,88 i 0,000 83 89,4 
ch 0 5,87 | 0,020 07 — 
6 0,5 i 587 | 000549 | 72,6 
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23. Versuch. 1 ccm sechsfach verdünnter Magensaft, sonst wie oben. 




















Tubelle XXIV. 
oy Wie u o Hemmung: 
k 

= = | Fr “lo = 
| | oo0ses | — 
2 ' 000108 ' 81,9 
3 0,006 96 Ä Z 
4 | 0.0273 | 608 
A | 5,22 0,006 64 | Eu 
6 05 | 52 000459 : 30,9 


Die Ergebnisse der obigen vier Versuche 
sind in der Abb. 8 graphisch dargestellt. Die 
Abhängigkeit der Hemmung der Magenlipase 
durch das Vuzin bihydrochl. von der H'-Ionen- 
konzentration tritt mit großer Deutlichkeit 
hervor. Die gezeichnete Kurve stellt eine 
Dissoziationskurve dar und entspricht der 
Dissoziation des Alkaloid-HCl je nach der 
verschiedenen H'-Ionenkonzentration. 

Die Versuche über die Abhängigkeit der 
Vuzinwirkung von der Vuzin- 





konzentration wurden, wie MEE 
, E . f 60 
beim Chinin, mit einer in A 
geometrischer Reihe abge- 
stuften  Vuzinkonzentration pe 
ausgeführt. > 
3 
24. Versuch” 2 com vier- X 
fach verdiinnter Magensaft, S 
ki 


deem Phosphatgemisch, 2 cem 











Vuzin. Nach 30 Minuten 50 ccm O DIU IR ITA IR AO OA 2I 
Tributyrinlösung (pu 6,85). mg Vuzin in 5Icm —= 
(Abb. 9a und 9b.) Apb. 9a. 
Tabelle XXV. 
Nr. Vuzin | Relative | k Hemmung | 
mgin 57 ccm | Giftmenge 0% 3 
dE EE | z È 
1 0 0 0.012 91 — 
2 0,002 10 , 0,01291 , 0 N 
3 0.0044 22 100129. | 0 x 
4| 0,0092 46 00129 0 > 
A 002 100 | 0,011 26 128 © 
6 004 220 '000983 239 | 
7, 0,092 460 0,007 66 | 40,7 109 Oonzeniralionen ——— 
8 02 1000 0,004 27 66,9 Abb. 9b. 
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Die logarithmierten Konzentrations -Hemmungskurven stellen, 
wie im System Chinin-Magenlipase, eine gerade Linie dar. 
25. Versuch. Anordnung wie oben. (Abb. 10a und 10b.) 











Tatele XXVI. 

| Vuzi i Hemmun 
Ne mg SO cen | an | k | ge S 
1 | 0 
2 0,05 10 
3 0,08 16 
4 1 - 0,125 25 
5j 02 40 
6, 0,315 63 
Ti 0,5 100 


S 
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Abb. 10a. Abb. 10b. 
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30 
t (Minuten) ——> 
Abb. 11. 
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Die Vergiftung der Magenlipase durch das Vuzin erfolgt mit fast 
momentaner Geschwindigkeit. Dies zeigt der folgende Versuch (Abb.11). 
26. Versuch. 10 ccm vierfach verdünnter Magensaft wurden mit 30 ccm 
Phosphatgemisch vermengt, dann 10 ccm Vuzin hinzugefügt, dann sofort und 
in bestimmten Zeitintervallen die Hemmungsgröße bestimmt, indem je 5 cem 
Lipase-Giftmischungi n 50 ccm Tributyrinlösung gegeben wurde. (pe 6,87). 





Tabelle XXVII. 
| 2 Zeit der | 
Nr. mg Met eem Vergiftung k Panne 
A ‚Minuten le E EA 
1 0 | — | 0,00561 | — 
2, 025 | 1 0,00166 + 70,4 
3 0,25 4 0,001 69 69,9 
4, 0725 8 0,001 53 72,7 
5! 02 © 12 | 000134 | 76,1 
6. 0,25 15 | 0,00138 75,4 
7i 0,125 | 25 0,001 32 | 76,5 
8. 02 58 | 000120 | 786 


5. Außer Vuzin bihydrochl. wurden noch die folgenden Chinin- 
derivate auf ihre hemmende Wirkung auf Magenlipase untersucht: 
Chinidin sulfur., Optochin dihydrochlor., Eucupin bihydrochlor. ` Die 
hemmende Wirkung dieser Verbindungen steigt, wie aus den Ver- 
suchen 27 und 28 ersichtlich, in dieser Reihenfolge an, um mit dem 
Vuzin hydrochlor. den hóchsten Wert in der Reihe zu erreichen. 


27. Versuch. 2 ccm zweifach verdünnter Magensaft, 3ccm Phosphat- 
gemisch, l cem */sp mol. Giftlösung. Nach 30 Minuten 50 cem Tributyrin- 


sung (pp 7,68). Tabelle XXVIII. 


| 

















Nr." 1,667 Millimol Gift in 56 ccm k Hemmung 
0 
| 
1 ¡Ohne Gift... .... | 0,003 09 — 
2 | Chinin hydrochlor. . . | 0,0215 | 30,4 
3 | Chinidin. sulfur... . . | 0,00215 : 30,4 
4 |" Optochin hydrochlor. . |: 0,001 69 45,3 
5 | Eucupin bihydrochlor. . | 0,000 79 74,4 


6 | Vuzin bihydrochlor. . . ` 
28. Versuch. Zusammensetzung wie oben. 








Tabelle XXIX. 
— — | — 
Nr. | 1,667 Millimol Gift in 56 ccm | k | Hemmung 
| ae 
A ee nn ee Fr eg = N m 


| | 
1 Ohne oi... 0,003 10 
2 Chinin hydrochlor. 

3 | Chinidin. sulfur.. . . . 
4 ` Optochin. bihydrochlor. 0,002 00 
5  Eucupin bihydrochlor. . 0.00119 | 61.6 
6 i Vuzin bihydrochlor. . . 0,00077 ` 
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Untersucht man nun die Oberflächenspannung der betreffenden 
Lösungen von derselben Molarität, so findet man, daß diese in der 
Reihenfolge der zunehmenden Hemmung abnimmt. 

29. Ver-uch. Je 3cem t/o mol. Giftlösung wurden mit je 9cem 
Phosphatgemisch (1 Teil 1⁄ mol. prim., 1 Teil Le mol. sex. Phosphat 
zusammengebracht und im Traubeschen Stalagmometer die relative Ober- 
flächenspannungserniedrigung gemessen. (Py 6,85.) Temperatur 20°. 


Tabelle XXX. 








Relative 
| Tropfenzahl ee 
Kee E e > Ge e mg 
| 
| 








Puffer (rs ephaelosun ) Kontrolle... . | 18,7 100,0 
BA hinin bydrschlör EECH | 18,8 99,5 
= Chinidin sulfur.. .. de ne 5 i 18,8 | 99,5 
»  Optochin bihydrochlor. . ........ 19,4 96,4 
» Eueupin bihydrochlor. ...... | 28,3 | 66,1 
» ` Vuzin bihydrochlor.. ....... l, 30,1 62,2 


Mit der Zunahme der die Oberflächenspannung erniedrigenden 
Wirkung wächst entsprechend auch die Giftwirkung auf die Magen- 
lipase. 

Zusammenfassung. 

1. Magenlipase (gewonnen aus dem Pawlowschen kleinen Magen 
eines Hundes) wird wie Chinin hemmend beeinflußt. Die Größe der 
Hemmung hängt von der H’-Ionenkonzentration der Lösung (ent- 
sprechend dem Dissoziationszustand des Chininsalzes) und der Chinin- 
konzentration, nicht aber von der Fermentkonzentration ab. 

2. Die Chininkonzentrations- Hemmungskurve stellt eine Ad- 
sorptionsisotherme dar. Die Vergiftung erfolgt momentan; sie ist 
reversibel. 

3. Ebenso liegen die Verhältnisse bei der Einwirkung von Vuzin 
bihydrochlor. auf die Magenlipase. 

4. Die Chininderivate (Chinidin, Optochin, Eucupin, Vuzin) üben 
cine hemmende Wirkung auf die Magenlipase aus, entsprechend ihrer 
die Oberflächenspannung erniedrigenden Fähigkeit. 


Über Ionenantagonismus. 


Von 
H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 14. August 1922.) 


Zahlreiche Untersuchungen, darunter in erster Linie die Arbeiten 
von J. Loeb!), haben eine Reihe von sehr schönen Beispielen dafür 
gebracht, daß die verschiedenen Wirkungen von Neutralsalzen auf 
die lebenden Organismen sich in Gemischen gegenseitig aufheben 
können. Bis in allerletzter Zeit schienen für diese Erscheinungen kaum 
kolloidchemische Analogien nachweisbar. Andererseits wissen wir 
seit langem, daß bei den verschiedenartigsten Katalysen die Unter- 
schiede der ,,Neutralsalzwirkungen'* ganz ähnliche sind, wie dies bei 
kolloidchemischen und biologischen Untersuchungen so oft bereits 
beschrieben wurde (Hofmeister, Höber, Traube, Pauli usw.). 

Es schien daher sehr naheliegend, zu untersuchen, ob bei Kata- 
lysen rein chemischer Art, bei denen nur kristalloide Substanzen an 
den Reaktionen teilnehmen, nicht ähnliche Ionenantagonismen zu 
finden wären, um so mehr, als an diesen Beispielen die Größe und die 
Art der gegenseitigen Beeinflussung viel besser zu messen ist als bei 
den viel komplizierteren biologischen und kolloidchemischen Prozessen. 

Ein geeignetes Beispiel für diese Untersuchungen ist die Landoltsche 
Reaktion?). Sie läuft zwischen Jodsäure und schwefliger Säure be- 
kanntlich in der Weise ab, daß nach dem Verschwinden der gesamten 
in der Lösung vorhandenen schwefligen Säure plötzlich freies Jod 


1) J. Loeb, Pflügers Arch. 88, 1901; diese Zeitschr. 28, 1910; J. Loeb 
und H. Wasteneys, diese Zeitschr. 28, 1910; J. Loeb, ebendaselbst 26, 1910; 
83, 1911; J. Loeb und H. Wasteneys, diese Zeitschr. 83, 1911; 39, 1912; 
36, 1911; 89, 1912; 48, 1912; 47, 1912; Derselbe, Journ. of biol. chem. 21, 
1915; Derselbe, Proc. of the nation. acad. of scienc. 1, 1915. 

2) Landolt, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 19, 1317, 1886; 20, 745, 
1887; J. Eggert und B. Scharnow, Zeitschr. f. Elektrochem. 28, 8, 1917; 
Dieselben, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 54, 1920; Dieselben, Zeitschr. 
f. Elektrochem. 27, 1921. 
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abgeschieden wird, das eine momentane Blaufárbung zugesetzter 
Stärkelösung verursacht. Die Zeit der Jodabscheidung variiert nach 
Zusatz von verschiedenen Salzen sehr beträchtlich!) und es läßt sich, 


wie dies von Berczeller?) gezeigt wurde, auch in diesem Falle die Hof- 


meister-Traubesche Anionenreihe nachweisen (I >> Br'>> CI' > NO; 
> BOL, indem J’ und Br’ die Reaktion stark beschleunigen, Cl in 
größeren Konzentrationen die Reaktion beschleunigt, in geringeren 
hemmt, während NO, den Reaktionsablauf schwach, SO% sehr stark 
hemmen. 

Diese Erscheinung ist um so interessanter, als in dem Falle die 
rein physikalische“ Neutralsalzwirkung in die chemische" Wirkung 
des J’-Ions einerseits, des BOU Ions andererseits übergeht, indem das 
J’ als „Zwischenprodukt‘‘ als Katalysator, die SO/-Ionen dagegen 
infolge des Massenwirkungsgesetzes als Endprodukt bei der Reaktion 
mitwirken. Ebenso kommt dem Br’ auch ‚chemisch‘ eine Rolle bei 
der Reaktion zu. | 

Es konnten nun die Befunde von Berczeller betreffs der Wirkung 
der einzelnen Ionen bestätigt werden, wie dies aus den folgenden Tabellen 
ersichtlich ist. | 

An dieser Stelle sollen aber vor allem die Wirkungen von Salz- 
gemischen im Vergleich mit den Wirkungen der einzelnen Salze unter- 
sucht werden. Die Untersuchungen wurden mit den Kaliumsalzen der 
Jod- bzw. der Bromwasserstoffsäure, der Salzsäure, Salpeter- und 
Schwefelsäure ausgeführt. Es wurde eine etwa lproz. Jodsäurelösung 
und eine zehnfach verdünnte konzentrierte Lösung von schwefliger 
Säure benutzt. (Die schweflige Säurelösung wurde täglich frisch be- 
reitet.) Zu dem Reaktionsgemisch wurden einige Tropfen einer etwa 
lproz. Stärkelösung zugesetzt. Als Kontrolle wurde immer die Zeit 
für die Jodabscheidung ohne Salzzusatz bestimmt. Die Salze wurden 
in genau n/2 Lösungen (aus purissimum pro analysi-Präparaten) ver- 
wandt und aus diesen Stammlósungen die verschiedenen Verdünnungen 
hergestellt. Es wurden wiederholt verschiedene Präparate untersucht 
und sehr gut übereinstimmende Werte in der Beeinflussung des Reak- 
tionsablaufes beobachtet. 


1. Antagonismus zwischen S 0, und CI”, 


Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, hemmt SOT die Reaktion viel 
mehr, als sie von CI’ befördert wird, denn ungefähr der 30. Teil der 
äquivalenten Menge des SO/-Ions wirkt ebenso stark hemmend, wie 
OT fördernd. Nun zeigt sich aber, daß in Mischungen dieses Verhältnis 


1) W. Nernst, Theoret. Chem., S. 644 ff., 1921. l 
2) L. Berczeller, Internat. Zeitschr. f. physikal. chem. Biol. 1916, S. 444. 
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bedeutend verschoben wird, indem weniger Cl' die Wirkung des SO. 
Ions bereits vollständig aufheben kann. 


Tabelle I. 


Leem 1proz. HJO, 0,5ccm konz. H,SO, 1: 10 verdünnt. 
Zeit in Sekunden bis zum Auftreten der Jodabscheidung 


























a) | n/2K,SO, | n/20 K,SO, 
s= o= oo 

5ccm Aqua dest. . ........ 150” | 176" 
l , K,SO,+ 4ccm Aqua dest.. . | 435 | 240 
2 , K,S0,+3 , Aqua dest... . 597 | 264 
3 „ K,SO,+2 , Aqua dest... 736 | 310 
4 , K,SO,+1 , Aqua dest.. . 794 | 330 
D — R380, 2.5... 000... wa Ä 845 387 

b) | nf2 KO 
5ccm Aqua dest. . . . 2 222.0. 160" 
I „ KCl + 4ccm Aqua dest.. . . 162 
2 , KCI43 , Aqua dest... . 159 
3 , KCl+2 , Aqua dest.. . . 132 
4 , KCi+1 „ Aqua dest.. . . 118 
JN O AE | 84 

j n[2 KCI 

c) n|20 K,SO, 
5cem Aqua dest. . . . 2 2 22.0. | 167" 
1, K,SO,+4ecem KÜ..... | 138 
2 , K,SO,+3 „ KCl..... d 150 
3 „ K,SO,+2 „ KCl..... ' 154 
4 , K,SO0,+1 , K@..... | 181 


Die antagonistische Wirkung zwischen Cl und SO) wird also 
nicht einfach additiv aus der fördernden Wirkung des Cl’ und der 
hemmenden Wirkung des SO; zusammengesetzt, sondern das CH Ion 
wirkt viel stärker antagonistisch auf die von SO, verursachte Hemmung 
ein, als es seiner fördernden Wirkung entspricht. 

Der Antagonismus zwischen SO und CU kommt am schönsten 
in jenen Konzentrationen zum Ausdruck, wo Cl’ für sich allein die 
Reaktion hemmt, während es in Gemischen mit SO, eine Förderung 
der Reaktion hervorruft. 


2. Antagonismus zwischen SO, und Br. 


Die Beschleunigung der Reaktion durch Br’ allein ist viel stärker 
als durch Cl’, wie dies aus Tabelle II ersichtlich ist. Allerdings kommt 
hier noch dazu, daß tatsächlich in dem Falle mit der Zeit auch die 
Br-lonen in die Reaktion eintreten, da aus der Lösung mit der Zeit 
Dr freigemacht wird. Nun konnte aber sehr einfach bewiesen werden, 
daß dies nur nach dem Auftreten von J, der Fall ist, und zwar durch 
die Farbe der Jod- bzw. Bromstárke. Wenn man in Gegenwart von 
Bromiden die Reaktion ablaufen läßt, tritt zunächst eine reine Blau- 
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Tabelle II. 


Leem HJO, 1proz., 0,5 ccm H,80, konz. (1: 10). 
Zeit in Sekunden bis zum Eintreten der Jodabscheidung 


| KB 

a) che? 

5ccm Aqua deet, ............... | 155" 
„ KBr + 4cem Aqua dest. | ‚22 








1 „ KBr-+4cem Aqua dest. ........ 
1 KBr+1 „ K,SO, + 3ccm Aqua dest. . 77 
1 „ KBr+2 „ K,SO,+2 , Aquadest.. 125 
1, KBr+3 „ K,SO, +1 , Aquadest.. ` 163 
l „ KBr+4 „ K380, .......... 193 
j 
2com KBr + 3com Aqua deet, ........ 16 
2 KBr4+1 , K,SO, + 2cem Aqua dest... 43 
2 „ KBr+2 , K,SO,+1 , Aquadest.. ` 80 
2 „ KBr+3 , K980, .......... 117. 
c) | 
3ccm KBr + 2cem Aqua dest. . . . 2.2... 16 
3 „ KBr+1 , K,SO, + lcem Aqua dest... 32 
3 „ KBr+2 „ KSO, .......... | 56 


färbung auf, welche dann mit der Zeit einer Violett-, Rotbraun- bzw. 
später Gelbfärbung Platz macht. Nun konnte gezeigt werden, daß 
die Jodstärke durch freies Brom entfärbt wird, indem je nach den 
relativen Mengenverhältnissen eine rote bzw. rotbraune, bei größeren 
Brommengen gelbe Färbung auftritt. Schon die minimalsten Spuren 
von Br’ verändern aber die Blaufärbung, insbesondere dann, wenn 
sie nur von geringen Mengen Jod verursacht ist!). 

Damit ist aber bewiesen, daß bis zu dem Auftreten der Jodfärbung 
das Bromid als Katalysator wirkt und die Reaktion zwischen der 
restlichen Jodsáure und Bromid nur nach dem Freiwerden des Jods 
eintreten kann, womit es dargetan ist, daß das Bromid die vorliegenden 
Untersuchungen nicht stört. 

Auch in dem Falle befördert das Br’-Ion viel weniger die Reaktion, 
als es im Gemisch mit SO, die Wirkung des letzteren aufheben kann, 
wie dies besonders der Vergleich zwischen Tabelle I, a) und II, a) zeigt; 
denn 3ccem n/2 K,SO, verzögern die Reaktion um 586 Sekunden, 
1 cem n/2 K Br befördert sie um 133 Sekunden. Im Gemisch der beiden 
Lösungen finden wir nur eine minimale Verzögerung der Reaktion. 


1) Die Wirkung des Broms auf die Jodstärke, welche einen inter- 
essanten Fall der Adsorptionsbeeinflussung bildet, soll an anderer Stelle 
näher untersucht werden, um so mehr als in diesem Falle die bei hydro- 
lytischer Veränderung der Stärke beobachtete Farbenánderung, die mit 
der Teilchengröße und ihrer Veränderung zusammenhängt, hier ganz 
analogerweise durch alleinige Veränderung der adsorbierten Substanz zu- 
stande kommt. 
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Ebenso sieht man sogar noch bei 2 cem K/SO,, die mit 1 ccm KBr 
gemischt, schon eine sehr starke Beschleunigung der Reaktion auf- 
weisen, noch eine 3,3fache Vermehrung der hemmenden Wirkung 
gegenüber der befördernden des KBr. 


8. Antagonismus zwischen SO und J’. 


Tabelle III. 


Leem 1proz. HJO,, 0,5ccm konz. H,SO, (1:10). 
Zeit in Sekunden bis zum Auftreten der Jodabscheidung. 














K J n/200 wird sofort auf Zusatz von H JO, (ohne H,SO,) blau EK 
KJ n/20000 wird auf Zusatz von H JO, (ohne H,SO,) nach 

etwa vier bis fünf Minuten blau. . . . 2.2.22 2 2.0. 
Leem KJ n/20000 + 4cem Aqua dest.. . . . 2.2... | 125” 
5cem KJ n/20000 zuerst Zusatz von H JO, (wird leicht blau) | 





dann Zusatz von H, SO, (Entfärbung) RATE 67 
sccm KJ n/20000 zuerst Zusatz von H, SO, dann von H JO, i 67 
b) | 
CEM. Aqua dest. u. 2; 4 Seen E 168 
l „ KJ n/2000 + 4ccm Aqua dest. . . 2. 22 2 222. ı 118 
2 „ KJn/2000-+3 „ Aqua dest, . oo oo on 8 
3 RJ n/2000 +2 „ Aqua dest. ........... | 60 
4 „ KJ n/200 +1 , Aqua dest. ........... 45 
l „ KJ n/200 +4 „ Aqua dest. ........... 6 
l „ KJ n/20000 + 4, Aqua dest . .. 2.2.2 2220. 166 
c) | 
5cem Aqua dest. . ......... . . . . . . . . . .. n 168 
LE le n/2000 + 4cem Aqua dest. e, 118 
l „ KJ n/200 +1 „ K2¿80, n/2 + 3com Aqua dest. . | 320 
l „ KJ n/200 +2 , K,SO, n?2+2 , Aqua dest. . 514 
I , KJn/2000+3 , K,SO,n/2+1 „ Aqua dest. . | 566 
l > KJ n/2000 +4 „ K,SO, EN a id E 669 
l „ KJ n/200 +1 „ K,SO, n/2+ 3ccm Aqua dest. . . 124 
l > KJ n/200 +4 „ K; 50, E, ge e en s 222 





Das Jodion reagiert mit Jodat in saurer Lösung, indem J, frei 
wird. Die Versuche ergeben, daß die Reaktion gar nicht beeinflußt 
wird, ob die schweflige Säure vor oder nach Ablauf der Reaktion zu- 
gesetzt wird, womit bewiesen ist, daß es keine Rolle spielt, ob das 
zuerst freigemachte J, mit der schwefligen Säure Schwefelsäure bildet, 
oder ob durch vorherigen Zusatz von schwefliger Säure die Bildung 
von molekularem J, überhaupt zunächst aufgehoben wird, wenn nur 
die Menge des zugesetzten Jodides gering ist. 

Es kann nun schon durch eine n/2000 K J-Lösung die hemmende 
Wirkung des SO¿-Ions stark vermindert werden, und wiederum ist 
die antagonistische Wirkung des J’ in der Mischung mit SO; viel 
größer als die befördernde Wirkung, welches es allein auf die Reaktion 
ausübt. 
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4. Antagonismus zwischen NO, und Br’ bzw. J’. 


Tabelle IV. 
lccm 1proz. HJO,, 0,5 ccm konz. H,SO, (1: 10). 








a) n2KNO; | 
boom Aqua dest. ............... 128” 
1 „ KNO, Leem Aqua dest.. ....... | 1⁄4 
2 „ KNO,+3 , Aquadest.. ....... 164 
3 „ KNO,+2 „ Aquadest.. ....... 185 
4 KNO,+1 „ Aquadest.. ....... | 19 
bs KNO nee ee 185 

" n2KBr n|20 KBr 

b) n? K N O; ni? KN O; 
Leem KBr + 4com Aqua dest. . . 2.2.2... 17” 66” 
l „ KBr+1 „ KNO, 4- 3ccm Aqua dest.. 26 90 
l » KBr+2 „ KNO,+2 , Aqua dest.. | 26 110 
l „ KBr+3 „ KNO,+1 , Aqua dest.. ' 29 108 
ll, KBr+4 „ KNO .......... 31 | 124 

il Jn 

c) | n|2 K N O; 
5cem Aqua dest. ............... 168” 
l „ KJ+1com KNO, + 3ccm Aqua dest, . 144 | 
1, KJ+2 „ KNO,+2 , Aqua dest. . 160 
1, KJ+3 , KNO, +1 , Aqua dest.. | 178 
1,„ KJ+4 „ KRNO)........... 170 


Da bei dem SO, Jon noch eine chemische Wirkung auf die Reak- 
tion in Betracht kommt, wurde auch der Antagonismus bei N O; unter- 
sucht. Für die Aufhebung der hemmenden NO Wirkung ist sowohl 
von Br' als auch von J' eine viel geringere Konzentration notwendig 
als bei der SO, Wirkung, es genügen ungefähr zehnfach geringere 
Mengen der beiden Ionen, um den Wasserwert wieder herzustellen, 
als bei SO), wobei bemerkt werden muß, daß die hemmende Wirkung 
des SO,’ nur in konzentrierten Lösungen zehnmal so stark wird wie 
die des Nitrates, dagegen in verdünnteren Lösungen geringer ist, womit 
ein neuer Beweis dafür erbracht ist, daß es sich in diesen Fällen nicht 
um eine einfache Superposition der hemmenden und fördernden Wir- 


kungen handelt, sondern um wahre Ionenantagonismen im Sinne 
von J. Loeb. 


5. Antagonismus zwischen NO, und Cl. 


Auch zwischen diesen beiden Ionen konnten antagonistische 
Wirkungen nachgewiesen werden, da aber die Wirkung beider verhältnis- 
mäßig schwach ist, eignet sich die bei diesem Versuch benutzte Eprou- 
vettenmethode nicht gut für das Erhalten quantitativer Daten, so daß 
von der Mitteilung von Zahlenwerten in diesem Falle abgesehen 
werden soll. 


Ionenantagonismus. 


6. Antagonismus zwisehen J’ und OU bzw. Br’ und CH, 


Tabelle V. 


(Leem 1proz. HJO, 0,5cm konz. H,SO, 1:10). 


Zeit in Sekunden bis zur Jodabscheidung. 
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ecm KJ n/200 + 4ccm 


3133339330133 3 3 3-3 % 


3 3 3 3 


3 
B 





KJ n/200 + 1 
KJ n/2000 + 4 
KJ n/2000 + 1 
KJ n/2000 + 3 
KJ n/2000 + 1 
KJ n/2000 + 2 
KJ n/2000 + 1 


KPr-+1 
K Br + 2 
K Br + 3 
KBr + 4 


33233 


KBr + nn 
KBr + 1 
KBr +2 
KBr + 1 
K Br + 2 
K Br + 3 


2 a a 2 3 2 2 a 3 3 3 a NH 


A 
Q 





a) 
A ua dest. ........ 
l n/2 + 3 cem Aqua dest. 
Aqu ua dest. ........ 
n/2 + 3cem Aqua dest. 
ech dest. . . 2.2 22.0. 
Se n/2 + 2ccm Aqua dest. 
a deet, . . 2.2 22.0. 
Ku n/2 + lccm Aqua dest. 
Aqua dest. 
KCin/2.....2 2220. 
KCl n/2 + 3ccm Aqua dest. 
KCln/24+ 1 , Aqua dest. 


. oè en e a en ev e 


e E òo E è o ò ò òo ò% òè WE DL DL >% 


. . òo èe òo òo o āē WE ë ù o% 


KCI + 3 ccm Aqua dest. 
KCI+2 
ES +1), 


Aqua dest. 
Aqua dest. 


e . oè òo ò . ò oò o5 Tr Te WE e o 


c) 


GC dest. 


>. e òo eè . ò% ò 8 ç ç ẹ 20.0 


KBr +1 
K Br + 2 
K Br + 3 
K Br + 4 
KBr-+ 1 
K Br + 2 
KBr +3 


p ud Ei ia Fei DES LS ED I O SS bn, Na, 


3 3 3 13 3 3 191 J 3 3GA J33 


3 SSH 


K Br + 4com KCI 


K (Cl + 2 com Aqua dest. 
KCl+1 , Aqua dest. 
Va ar en 


Aqua dest. 


KCI+2 , 
KCI+41, 


se pe » sw 


sa nn e e 


. > è oò o 


| 
| 
n[20 K Br 
n/2 K Cl 
69” 
98 
101 


95 
89 


Sowohl bei J' wie bei Br' ist eine Hemmung nachweisbar durch 
Zusatz von Chlorionen. Die Wirkung des Cl’ ist bei Jodid viel geringer 
als bei Bromid; insbesondere, wenn die Menge des Jodids erhöht wird, 
kann die Hemmung des CI’ vollständig aufgehoben werden. Besonders 
bemerkenswert ist auch, daß bei Bromid auch in solchen Konzen- 
trationen der Cl’-Ionen eine antagonistische Wirkung zu beobachten 
ist, wo die Cl’-Ionen allein die Reaktion befördern, im Gegensatz dazu, 
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was bei der Mischung mit SO, zur Beobachtung kam, wo die Cl’-Ionen 
auch in solchen Konzentrationen die GO, Wirkung aufhoben, bei 
denen sie allein die Reaktion auch gehemmt haben. 


7. Der Ablauf der Reaktion in Gegenwart von Br'- und J'-lonen. 


Zwischen J’-Ionen und Br'-lonen konnten weder ein Antagonismus 
noch eine merkliche Beeinflussung des Reaktionsablaufes nachgewiesen 
werden, womit allerdings eine absolute gegenseitige Unbeeinflußbarkeit 
der beiden Katalysatoren nicht bewiesen erscheint. Nur muß die 
gegenseitige Beeinflussung eine viel Ge sein, als die hier be- 
schriebenen Antagonismen. 

Mit diesen Versuchen ist also bewiesen, daß die einzelnen An- 
ionenwirkungen auf einen Oxydationsvorgang sich gegenseitig auf- 
heben können und daß man antagonistische Ionenwirkungen beob- 
achtet, ebenso wie dies von J. Loebl), Osterhout usw. bei Vergiftungs- 
erscheinungen beschrieben wurde. Es handelt sich bei diesen Vor- 
gängen nicht um einfache Superposition der einzelnen Ionenwirkungen, 
sondern um gegenseitige Beeinflussungen, welche sogar bei der Landolt- 
schen Reaktion manche Spezifität aufweisen. Wenn auch im Prinzip 
die Erscheinungen mit den von Loeb beobachteten parallel gehen, 
so sind doch die Unterschiede, was den feineren Mechanismus betrifft, 
ganz wesentliche. Nur als Beispiel soll erwähnt werden, daß Loeb 
eine vollkommene Aufhebung der SO, Wirkung durch Cl'-Ionen nicht 
beobachten konnte, wogegen bei der Landoltschen Reaktion dies voll- 
ständig zu bewerkstelligen ist. Bei Loeb hebt nur CaCl, die SO¿-Wirkung 
vollständig auf. 

Diese Unterschiede weisen jedenfalls darauf hin, daß man durch 
geeignete Wahl der Systeme eine nähere Erkenntnis der Ionenanta- 
gonismen erwarten kann und daß sich zu diesem Zwecke verhältnis- 
mäßig einfache anorganische kristalloide Reaktionen auch heranziehen 
lassen. Wie sich die ‚Neutralsalzwirkungen‘“‘ in ihrem feineren Mecha- 
nismus gestalten, darauf soll auf Grund dieser Versuche nicht näher 
eingegangen werden, da man da zu sehr in hypothetisches Gebiet 
geraten würde; jedenfalls zeigen diese Versuche, daß nicht nur die 
Wirkung der einzelnen Ionen, sondern auch ihre gegenseitige Beein- 
flussung untersucht werden sollte. Durch systematische Durcharbeitung 
dieses Gebietes würde man in der Weise „katalytische Äquivalente“ 
erhalten, welche jedenfalls von großem biologischen Interesse wären. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 43, 1912. 


Chemische Blutuntersuchungen 
beim tuberkulösen Kaninchen während der Tuberkulinreaktion. 


Von 


Gerhard Meyerstein. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses 
Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 


Es ist von jeher das Bestreben der experimentellen Forschung 
gewesen, dem Wirkungsmechanismus biologischer Reaktionen durch 
Erfassung ihrer physikalischen und chemischen Substrate auf den 
Grund zu kommen oder wenigstens dem Verständnis dieser Vorgänge 
durch Aufdeckung chemischer oder physikalischer Parallelismen näher- 
zutreten. Besonders ist das Blut als der Körperbestandteil, der ohne 
erhebliche Schädigung des Organismus und verhältnismäßig leicht 
zugänglich ist, der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen, 
die sich der Methoden der exakten Naturwissenschaft bedienten. 

Trotz einer ungeheuren Literatur und zahlreicher Theorien ist 
man sich heute noch nicht über einen besonders markanten biologischen 
Vorgang im klaren: die Tuberkulinreaktion. Ob man die Wirkung 
des Tuberkulins auf den tuberkulösen Organismus als spezifischen, 
toxischen ansieht oder ob man sich der Überempfindlichkeitstheorie 
anschließt, in keinem Falle sagt man etwas über die chemischen und 
physikalischen Veränderungen aus, die im Körper vor sich gehen. 

Es lag nahe, eine etwaige gesetzmäßige Variabilität von Blut- 
bestandteilen, die unter anderen Eingriffen charakteristischeren Ver- 
änderungen unterworfen sind, experimentell während der Tuberkulin- 
reaktion zu untersuchen. 

Herr Prof. Martin Jacoby hat mich nun zu untersuchen veranlaßt, 
welche Veränderungen der Eiweißkonzentration des Blutserums, 
sowie des Zucker- und Kochsalzgehaltes des Blutes bei tuberkulösen, 
mit großen Tuberkulindosen geimpften Tieren auftreten. Unter- 
suchungen über das Verhalten dieser Blutbestandteile bei vielen physio- 
logischen und pathologischen Vorgängen sind ja, besonders in den 
letzten Jahren, angestellt worden. 
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Ich will hier nur kurz diejenigen erwähnen, die mit der Tuberkulinreaktion 
einen gewissen symptomatologischen Zusammenhang haben. Sandelowsky') 
und Reiss?) fanden bei akuten Infektionskrankheiten (Scharlach, Pneu- 
monie, Typhus) eine Blutverdünnung; sobald die Temperatur abfiel, im 
Stadium der Rekonvaleszenz, nahm das Blut wieder seine normale Kon- 
zentration an. Das gleiche beobachtete Sandelowsky?) bei künstlicher 
Temperatursteigerung (Wärmeschrank, Wärmestich) an Kaninchen; mit 
dem Steigen der Temperatur sank, mit dem Fieberabfall stieg die Eiweiß- 
konzentration.  Hollinger*t) und Rolly und Oppermann’) beobachteten 
bei künstlicher Hyperthermie und bei akuten Infektionskrankheiten eine 
zum Teil beträchtliche Hyperglykámie, und Lówy*) sah bei parenteraler 
Zufuhr von Eiweiß, zu dem er auch das Tuberkulin rechnet, ein Ansteigen 
des Zuckerspiegels im Blut; er gibt nicht an, ob das Tuberkulin gesunden 
oder tuberkulósen Menschen injiziert worden ist. 

Mit dem Woasserstoffwechsel des tuberkulósen, mit Tuberkulin be 
handelten Menschen hat sich erst in neuerer Zeit Meyer-Bisch?) beschäftigt. 
Dieser Autor fand, daß sich bei einer Aneinanderreihung der Morgen- und 
Abendwerte der Eiweißkonzentration des Blutserums bei gesunden und 
leicht und mittelschwer tuberkulósen Menschen eine Kurve ergibt, die 
am Morgen niedere, am Abend hóhere Werte zeigt. Bei Kranken jedoch, 
die sich in einem vorgeschrittenen Stadium des Leidens befinden, sowie bei 
Patienten der ersten Gruppe, wáhrend sie unter der Wirkung einer Tuber- 
kulininjektion standen, wurde der umgekehrte Kurventyp gesehen. Ferner 
sah Meyer-Bisch bei einem Teil seiner Patienten nach der Injektion Blut- 
eindickung und Gewichtsabnahme, bei einem anderen Teil Blutverdünnung 
und Gewichtszunahme; diese hatten die bessere, jene die schlechtere Prognose. 


Für eine Versuchsanordnung, wie ich sie vor hatte, hätten sich 
am besten Meerschweinchen geeignet, die seit jeher als beste Objekte 
für Tuberkulose-Tuberkulinversuche befunden worden sind. Da aber 
den Tieren an einem Tage mehrfach in kurzen Abständen Blut ent- 
nommen werden sollte, so mußten zu den folgenden Untersuchungen 
Kaninchen verwendet werden, bei denen auch zahlreiche Blutentnahmen 
keine technischen Schwierigkeiten machen, und auch der bei den an- 
gewandten Methoden unvermeidliche Blutverlust die Resultate nicht 
beeinflußt. Einwandfreie Reihenuntersuchungen des Blutes kleinerer 
Tiere sind ja überhaupt erst seit der Ausarbeitung der Mikromethoden 
Ivar Bangs möglich geworden. 

Das Kaninchen ist verhältnismäßig selten als Objekt für Tuberkulose- 
versuche benutzt worden, und besonders spärlich sind Arbeiten, die sich 


mit der Tuberkulinreaktion des tuberkulösen Tieres befassen. Im Beginn 
der Tuberkulinára hat Popoff®) tuberkulösen Kaninchen zur Beurteilung 


1) D. Arch. f. klin. Med. 96, 1909. 

2) Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 10, 1913. 
3) D. Arch. f. klin. Med. 100, 1910. 

1) Ebendaselbst 92, 1908. | 

5) Diese Zeitschr. 48, 49, 1913. 

6) D. Arch. f. klin. Med. 120, 1916. 

7) Ebendaselbst 134, 1920. 

8) Berl. klin. Wochenschr. 1891, S. 35. 
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der therapeutischen Wirkung des Mittels zahlreiche Tuberkulininjektionen 
gemacht, ohne daß es dabei zu einer typischen Fieberreaktion gekommen 
ist. Preisich und Heim!) haben Kaninchen 0,5ccm Kulturemulsion + 0,025g 
Tuberkulin in einer Spritze injiziert, ohne daß es dabei zu einer Temperatur- 
steigerung kam, die auch bei intravenöser Einspritzung eines Gemisches 
von 0,025 g Tuberkulin und 0,5g Emulsion tuberkulöser Organe nicht 
auftrat. Wildbolz?) hat bei einer Reihe tuberkulöser Kaninchen positive 
Cuti- und auch Ophthalmoreaktion erzielt. Über subkutane Tuberkulin- 
reaktionen habe ich genauere Angaben nur bei Raschke?) gefunden, dessen 
Arbeit mir leider während meiner Versuche entgangen ist. Alle 25 tuber- 
kulösen Tiere des Autors (der Infektionsmodus, ob subkutan oder intravenös 
wird nicht angegeben) haben auf subkutane Injektionen von 0,025 bis 
0,25 ccm Alttuberkulin positiv reagiert. Er faßt die thermische Reaktion 
als positiv auf, „wenn die Temperatur vor der Injektion 39,5°C nicht 
übersteigt und nach der Einspritzung sich mindestens 0,6° über die gemessene 
Normaltemperatur des Kaninchens erhebt und 40°C überschreitet‘. 


Ich infizierte zunächst zwei Kaninchen (Tier 22 und 23) subkutan 
mit 20 mg Perlsuchtbazillen*). Da 10 Tage nach der Impfung die 
regionären Lymphknoten haselnuß- bzw. taubeneigroB geschwollen 
waren, wurde l cem Alttuberkulin subkutan injiziert; eine Reaktion 
erfolgte nicht (s. Protokoll I und II). Nach weiteren 11 Tagen wurde 
nochmals 1l ccm Tuberkulin injiziert, und jetzt trat eine deutliche 
thermische Reaktion auf. Bei der Sektion der Tiere, die bis zu ihrer 
Tötung an Gewicht zugenommen hatten, wurde taubenei- bzw. walnuß- 
große Schwellung der regionären Lymphdrüsen gefunden, sowie Hyper- 
ämie der Subkutis im Gebiet der Tuberkulininjektionsstelle. Da es 
nun darauf ankam, einen möglichst akuten Tuberkulinschock zu er- 
zielen, wurde der benutzte Perlsuchtbazillenstamm einer Tierpassage 
unterzogen und dann 2 mg davon einem etwa 2 kg schweren Kaninchen 
intravenös injiziert. Das Tier ging nach 10 Tagen ein, die Sektion 
ergab unzählige miliare Tuberkel in den Lungen; die übrigen Organe 
waren makroskopisch frei von Tuberkulose. In den folgenden Ver- 
suchen wurde stets dieser neu gewonnene Bazillenstamm benutzt, von 
dem jedesmal 0,5 mg intravenös (Ohrvene) injiziert wurden. Die 
Tuberkulininjektionen wurden bei Tier 282 und 6 acht Tage, bei Tier I 
9 Tage, bei Tier II elf Tage nach der Infektion vorgenommen, nachdem 
bei allen bis auf Tier II eine deutliche Gewichtsabnahme (bis zu 14% 
des ursprünglichen Gewichts) zu verzeichnen war. Tier 282 ‘zeigte 
keine thermische Reaktion, während bei allen anderen Tieren ein 
Temperaturanstieg von 0,9 bis 1,9%, wie er von Raschke als Zeichen 
der Fieberreaktion postuliert wird, eintrat. Zu einem Tuberkulinschock, 


1) Zentralbl. f. Bakterologie 1902, $. 31. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1908, $. 11. 

2) Inaug.-Diss. Leipzig 1911. 

4) Die Bazillenstámme wurden von Frau Prof. Lydia Rabinowitsch 
freundlichst zur Verfügung gestellt, die auch die Impfungen vornahm, 
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d. h. Temperatursturz und Tod in der Reaktion ist es bei keinem der 
Tiere gekommen. Sie gingen durchschnittlich 17 Tage nach der In- 
fektion unter stetem Gewichtsverlust ein und zeigten bei der Sektion 
sämtlich das gleiche pathologisch-anatomische Bild: miliare Tuberkulose 
der Lungen, ein- bis dreimarkstückgroße Hyperämie an der Stelle 
der Tuberkulininjektion. 

Die Untersuchung des Eiweißgehalts des Blutserums wurde mit dem 
Pulfrichschen Refraktometer nach der Vorschrift von Reiss vorgenommen. 
Es wurde etwa 1 cem Blut aus der Ohrvene entnommen und in einem kleinen 
Glasröhrchen von etwa 0,3 cm Durchmesser aufgefangen. Der Blutkuchen 
wurde vorsichtig abgestochen, nach ungefähr einstündigem Stehen im 
Eisschrank zentrifugiert und der Brechungsindex bei 17,5° Wassertemperatur 
in der üblichen Weise bestimmt und auf Eiweißprozent umgerechnet. 
Hier wie auch bei der Bestimmung des Blutzuckers und Blutkochsalzes 
wurde je eine Blutentnahme beim gesunden Tier und nach der Injektion 
mit Tuberkulose gemacht, ferner 2, 4, 6, 24 Stunden nach der Tuberkulin- 
injektion. Blutzucker und Blutkochsalz wurden mit den Bangschen Mikro- 
methoden bestimmt. Als Normalwerte des Kaninchens sind zu betrachten 
für Blutzucker 0,1°/,, für Blutkochsalz 0,5°/,, für die Eiweißkonzentration 
des Blutserums 6,5°/,. 

Versuchsprotokolle. 
I. Kaninchen 22. 












































| Blut» | Blut» | Serum» er | 
Datum | zucker SE Ko peratur Gewicht Bemerkungen 
Jann ET A 
27.X.1921 10,108, 0,50 39,2 | 2100 | 
30.X. o to — — — Subkutane Infektion mit 
| | 20 mg Perlsuchtbazillen 
7. XI. 0,118 0,49 39,1 | 2090 
9. XI. =’, ES — | 2250 | haselnußgroßes ropi 
| drüsenpaket in der linken 
| Leistenbeuge. 
am | -= — 39,0 | — || 1 com Alttuberkulin sub- 
| ‚kutan. 
llam '0,099| 0,49 39,2 | — 
lem  0,102| 0,50 391| = 
3P m 0,98 | 0,46 39,2 — 
10. XI. ‚0,121| 0,46 39,3 — 
19.XI. ¡0,119| 0,50 39,2 | 2210, 
21. XI. — — — |2150 | Taubeneigroßer Lymph- 
drüsentumor in der lin- 
. ken Leistenbeuge. 
9 m — — 38,6 | — l cem Alttuberkulin sub- 
| | kutan. 
llam 0,098| 0,47 38,9] - | - 
lr m :0,112| 0,46 40,2 — oy 
3rm  10,099| 0,47 40,2 | — | 
22, XI. -0,109' 0,49 39,0 | 2050 | 
nat oi j — | 2280) Tötung. 


Sektionsbefund: Wallnußgroße, zentral verkäste Lymphdrüsenpakete 
in der linken Leistenbeuge. Hyperämie der Tuberkulininjektionsstelle. 
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II. Kaninchen 23. 





| ; Blut» Serum» | A po o l 
Bluts koch» 


Datum | zucker "ou, ere Lien 
oo oo Dn A 


27. X. 1921 0,108 0,46 | 6,56 | 39,1 | 1900 ` 
30. X. l — — | — — — ¡Subkutane Infektion mit 











rirci Bemerkungen 











20 mg Perlsuchtbazillen. 


8. XI. | EEN 0,47 ' 6,75 | 39,2 | 2175 Fast wallnußgroßer Driisen- 





tumor in der linken 
| Leistenbeuge. 
9. XI. l = 1-0 — — |2170" Leem Alttuberkulin sub- 
SA | kutan. 
ge m | — — — 39,0 — d 
llam 0,093, 0,51 | 6,12 | 393 | — | 
lP m 0,105: 0,54 | 6,12 | 39,5 >= 
3P m 0,115 | 0,53 | 6,33 | 39,5 — | 
10. XI. 0,119 0,50 | 6,75 | 38,9 | 2070 
19. XI. ‚0,121 0,46 | 6,71 | 39,0 | 2140 
21. XI. u — — — | 2080 | Über wallnußgroßen Tumor 
I | in der linken Leisten- 
| | | uge. 
9a m = , — | — 38,8 — Leem Alttuberkulin sub- 
| | kutan. 
ilam 10,120] 0,47 | 6,54 | 39,0 | — | 
lr m 0,111 0,48 | 6,12 | 40,3 — o 
3P m 0,115 0,47 | 6,54 | 40,2 — 
oi 10,123 0,50 | 6,63 | 392| — | 
24. XI. fie — | — — | 2190 Tötung. 


Sektionsbefund: Über walnußgroßes, zentral verkästes Lymphdrüsen- 
paket in der linken Leistenbeuge. Hyperámie der Tuberkulininjektionsstelle. 
Innere Organe makroskopisch frei von Tuberkulose. 


III. Tier 6. 
` ou, ; Blut» | Serums | ZE 
Blut ems 
Datum Ke | SE Wéi peratur Gewicht | Bemerkungen 
| ! , 
Me A% | ei °C g o 


18.1.1922 0,089 E 
I. = 





6,33 | 38,6 | 2200 u 
— Intravenöse (Ohrvene) In- 
jektion von 0,5 mg Perl- 








| | ` suchtbazillen. 
25.1. 0,099! 0,51 * 6,54 | 38,9 | 2050 Starke Dyspnoe. Gute 
| | Freßlust. 
27.1. | — — — — |1960, 
am | — — — 38,6 ' — ¡ 1,5cem Alttuberkulin sub- 
: kutan. 
lam “0,092 | 0,46 | 6,64 | 390 — 
rm  ¡0,116| 0,46 | 6,96 | 39,2 | — | 
3em  *0,111| 0,47 | 6,64 | 39,5 | — | 
28. L 0,109| 0,51 | 6,96 | 39,0 
5. 11. L — | — — — a Exitus. 





Sektionsbefund: Miliartuberkulose der Lungen. Die übrigen Organe 
frei von Tuberkulose. Starke Hyperämie der Tuberkulininjektionsstelle. 
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IV. Tier 282. 


| 

| Blut- Serum» 
a an koch» |konzen» 
“u salz | tration | 

| o 


Neal A 








ems 
peratur |Gewicht ' Bemerkungen 
SE AO 


Datum 








18. I. 1922 0,101 | 0,48 | 6,23 | 38,9 | 2150| 


19. I. — — — — — ' Intravenóse Injektion von 
, 0,5 mg Perlsuchtbazillen. 
25.1. | 0,101| 0,50 | 6,12 | 39,1 | 1820 ` Starke Dyspnos; geringe 
27.1. ir ee ee et 700 
9a m | — — — | 38,9 | — | 1,5ccm Alttuberkulin sub- 
l kutan. : 
llam 0,126] 0,47 | 6,40 | 39,01 = 
Ip m 0,119| 0,46 | 6,64 ' 39,1 — 
3m  ¡0,120| 0,45 | 6,99 * 39,0 — 
26. I. ‚0,121! 0,49 | 7,20 39,2 | — ` 
7. II. p° — | > |] — |1650| Exitus. 


Sektionsdiagnose: Ausgebreitete Miliartuberkulose der Lungen. Die 
anderen Organe frei von Tuberkulose. Starke Hyperämie der Tuberkulin- 
injektionsstelle. 


V. Kaninchen I. 





Blut- | Bint» Serum: ' 








— a EE — _—_—. 


cms. . y 
Datum l zucker Ko SC peratur (Gewicht Bemerkungen 
u Ä ee E g l 





— ee en ze SO — 





10. II. 1922 = 0,109 0.49 6,16 38,9 ` 2080 








11. II. — 0,5 mg Perlsuchtbazillen 
| | ! intravenös. 
19. II. 10,119) 0, E 6, 33 | 38,9 1810 
20. IT. 9a m — — 38,5 SS: A 1,5cem Alttuborkulin sub- 
| ı kutan. 
lle m| 0,106 0,47 ` 6,34 | 39,6: — | 
lrm'!0,110' 0,50 6,18 40,0 — 
3P m 0, 109. 0,52 6,12 403 ' — , 
21. II. MN 121 0,54 6,55 39,6 | — ' 
26. II. Pto Ll q =  —= | — Exitos 


Sektionsdiagnose: Miliartuberkulose der Lungen. In den anderen 
Organen keine Tuberkulose. Starke Hyperámie der Tuberkulininjektions- 
stelle. 


Zusammenfassung. 


Von sechs Versuchstieren haben also, wie sich aus den Tabellen 
ergibt, fúnf auf Tuberkulininjektion positiv reagiert, die subkutan 
infizierten Tiere 22 und 23 erst bei der zweiten Injektion. Tier 282 
hatte keine thermische Reaktion, die Temperatur von Tier 6 stieg 
innerhalb von 6 Stunden um 0,9%, so daß ich, obgleich 40% nicht über- 
schritten wurden, eine positive Reaktion annehmen móchte. 

Die chemischen und physikalischen Untersuchungen des Blutes, 
wie ich sie in der vorliegenden Arbeit unternommen habe, haben also 
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VI. Kaninchen II. 























j Blut» | Serum» i 
Datum | GE konn SE e Gewicht: Bemerkungen 
y e o Mor O E EE en 
] AA A A 
10.11. 1922 0,108, 0,50 5,91 ` 39,1 | 2130 | 
11. IL. == | — | — |! — | —  0,5mg Perlsuchtbazillen 
| : | | ' intravenös. 
22.11. '0,111' 0,51 | 6,28 ; 39,2 | 1970 | 
233.1. Mm — : —  — 390| — : 1,5cem Alttuberkulin sub- 
| | | kutan. 
lle m 0,112; 0,47 6,13 | 30,2 | — | 
lr m; 0,105, 0,50 | 6,35 41,2 | — 
äm 0,110 0,52 | 6,57 | 41,2 | — | 
24.1. 0,109 0,54 6,04 204. — 
3. III. er a e ee Exit, 





Sektionsdiagnose: Miliartuberkulose der Lungen. In den anderen 
Organen keine Tuberkulose. Hyperämie der Tuberkulininjektionsstelle. 


ergeben, daß beim tuberkulösen, mit großen Tuberkulindosen gespritzten 
Kaninchen in der beschriebenen Versuchsanordnung eine Änderung in 


den Blutzucker-, Blutkochsalz- und Blutserumkonzentrationswerten parallel 


mit der Fieberreaktion nicht eintritt; es traten nur geringe Schwankungen 
um die normalen Durchschnittswerte auf. Die Klárung der Frage, 


ob sich Veränderungen anderer Blutbestandteile als der von mir unter- 


suchten finden, oder ob diese Veránderungen in ihrem Ablauf an eine 
so steile und zeitlich so eng begrenzte Kurve gebunden sind, daß sie 
in meiner Versuchsanordnung nicht getroffen wurden, muß weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. Die letztere Annahme wird 
durch manche Ergebnisse der letzten Jahre nahegelegt, die das 
rapide Kompensationsbestreben des tierischen Organismus auf Ein- 
griffe in seinen Chemismus zeigten. Ich glaube, daß es das Ergebnis 
dieser Arbeit gewesen ist, die Frage der physikalisch-chemischen 
Substrate der Tuberkulinreaktion von einer Seite her begrenzt zu 


haben. 
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Studien zur Zellatmung. 


T. Mttteilung. 
Beiträge zur Atmung der Hefezellen. 


Von 
P. Rona und K. Grassheim. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 15. August 1922.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Bei den Untersuchungen über den Einfluß gewisser Gifte auf 
den Atmungsvorgang lebender Zelen und die Permeabilität der 
Zellmembran war es vorerst nötig, die Atmung der betreffenden 
Zellen unter physiologischen Bedingungen genauer kennen zu lernen 
und den Einfluß des Milieus auf die Zellatmung möglichst eingehend 
zu studieren. Wir führten unsere diesbezüglichen Vorversuche an der 
Hefeart Torula pulcherrima aus, da diese Heferasse die gleichmäßigsten 
Resultate gab und von allen uns zur Verfügung stehenden Arten 
sich am besten in der Flüssigkeit verteilte. Die Hefe, täglich frisch 
vom Nährboden entnommen, wurde stets dreimal mit physiologischer 
Kochsalzlösung gewaschen, die nach dem Zentrifugieren überstehende 
Flüssigkeit abpipettiert *). Die Atmung der Zellen wurde nach der 
von O. Warburg?) beschriebenen Mcthode gemessen. Die Gesamt- 
menge der in den Atemgefäßen befindlichen Flüssigkeit betrug 10 ccm: 
4ccm Hefesuspension (Aufschwemmung in 0,9 proz. Kochsalzlösung), 
5 ccm Puffergemisch, dann als Absorptionsflüssigkeit für die CO, im 
Innenbehálter 1 ccm 20 proz. (in einigen Versuchen 10 proz.) NaOH. 
Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt des Hahnschlusses nach 
crfolgtem Temperatur- und Druckausgleich gerechnet. Es wurde bei 
30° in einem großen Wasserbad mit ständiger Rührung gearbeitet. 


1) Die Fortführung der Kulturen geschah in der bakteriologischen 
Abteilung des Pathologischen Institutes. Wir sagen dem Vorstand der 
Abteilung, Herrn Dr. Kuczynski, unseren besten Dank für die freund- 
liche Unterstützung unserer Arbeit. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230 (1919). Vgl. auch P. Rona 
und E. Bloch. Ebenda 128, 174. 


H 
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I. Zuerst mußte der Einfluß der H'-Ionenkonzentration auf die 
Atmung der Hefezellen genau festgestellt werden. Meyerhof !) hatte 
gefunden, daß bei seiner Acetondauerhefe ein scharf ausgeprägtes und 
nach beiden Seiten steil abfallendes Optimum für die Atmung be- 
steht, das zwischen py 6,5 und 7 lag. Bei den Vogelblutkórperchen 
konnte ein solches scharfes Optimum für die Atmung nicht beob- 
achtet werden?). — Wir versetzten zur Lösung dieser Frage für 
unsere Hefezellen die Zellsuspension mit Puffergemischen von ver- 
schiedenem py und verglichen die Atmungsintensität in den ver- 
schiedenen Proben. Die Messung des py erfolgte stets elektrometrisch. 

Wir geben zunächst die Versuche mit Acetatpuffergemischen 
wieder. 

1. Versuch. 26. Mai. (Abb. 1.) Kultur vom 23. Mai. 


In den Atmungrgefäßen I und II py = 6,6. In den Atmungs- 
gefäßen III und IV py = 8,09. 


Beginn 11h 25. 
zo II In [m |w 
Sn ee Eras Sa ER AAA Mn N AO = re nn E 
11235 ' 442 4,49 4,51 4,36 
11 46 | 99 10,2 9,94 9,65 
12 0 17.0 17,47 17,22 16,89 


Bei allen Kurven sind auf der Abszisse die Zeiten, auf der Ordinate 
die verbrauchten Mengen Sauerstoff in Kubikzentimetern angegeben. 

Die Zahlen in den Tabellen bedeuten stets Kubikzentimeter O,-Ver- 
brauch. 


Die Atmung bei py 6,6 ist also die gleiche wie bei py 5,09. 


2. Versuch. 26. Mai. (Abb.2.) Kultur vom 23. Mai. 
In Iu. II pg = 5,09. In III u. IV py = 4,11. 








Beginn 1h 30. 
ze lt | a | m Im 
12 40' 512 | 514 | 399 | ala 
1 50 978 | 95l 7.99 8.29 
20 16,14 äi 12,50 | 1287 
2 7 1887 ` 1850 : 1609 ' 16,30 


In einer Lósung von dem py 4,11 betrágt somit die Abschwáchung der 
Atmung gegenüber dem Optimum 15,5%, nach 30 Minuten Versuchs- 
dauer. Diese Zeiteinheit wurde auch in den folgenden Versuchen der 
Berechnung der Prozentzahlen für die Verminderung der Atmung zu- 
grunde gelegt. 

1) O. Meyerhof, Pfiügers Arch. 170, 370, 1918. 

2) P. Rona und E. Bloch, |. c. 

10* 
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3. Versuch. 27. Mai. (Abb. 3.) Kultur vom 23. Mai 
In I u. IH pg = 3,88 In III u IV pg = 5,78. 
Beginn 1h 35’. 




















4. Versuch. 30. Mai. (Abb. 4.) Kultur vom 26. Mai. 
In I u. II py = 3,72. In III u. IV py = 4,89. 
Beginn 11h 16’. 




















Zeit | o 1 a | m | IV 
11h 31' 710 | 771 963 925 
11 40 1141 | 1180 | 1537 1487 
11 51 15,95 | 15,82 21,52 | 20,73 





Bei pp 3,72 = 24,7°/, Atmungsverminderung. 
5. Versuch. 30. Mai. (Abb. 5.) Dieselbe Kultur. 
In I u. II pg = 4,88. In III u. IV py = 7,14. 
Beginn 1h 17”. 

















Zeit | I ("ën "EE" AV 
1h28 | 598 5,65 ' 758 7,51 
1 41 10,95 | 1028 | 1476 | 1423 
1 50 13,74 | 129 | 1968 | 1895 








Bei py 7,15 = 31,2°/, Atmungsverminderung. 
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6. Versuch. 31. Mai. (Abb. 6.) Kultur vom 26. Mai. 
In I u. II pg = 471. In III u IV py = 7,60. 
Beginn 11h 45’. 





See A "E JL Ev A 2 












3,38 3,14 
| 6,97 7,66 
24,80 2505 | 15,58 _ 
2992 | 2981 , 1845 | — 
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Abb. 4. 





7. Versuch. 1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In I u. II pp = 4,70. In III py = 4,85. 
Beginn 11h 2. 
ER EEE S 

11h 14’ 1013 | 1053 | 1060 

11 35 1945 | 1978 ' 1947 

11 42 23,76 2388 | 23,82 

8. Versuch. 1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 


In I u. II py = 4,70. In III u. IV py = 4,99. 
Beginn 1h 2, 














II 


ze | ı | E 7 

1h 12 923 | 937 9,63 9,50 

1 32 1537 |; 1554 | 1570 | 152 

1 45 2178 | 2171 | 2220 | 2173 | 


Atmung optimal. 








Studien zur Zellatmung. 


T. Mitteilung. 
Beiträge zur Atmung der Hefezellen. 


Von 
P. Rona und K. Grassheim. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 15. August 1922.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Bei den Untersuchungen über den Einfluß gewisser Gifte auf 
den Atmungsvorgang lebender Zellen und die Permeabilität der 
Zellmembran war es vorerst nötig, die Atmung der betreffenden 
Zellen unter physiologischen Bedingungen genauer kennen zu lernen 
und den Einfluß des Milieus auf die Zellatmung möglichst eingehend 
zu studieren. Wir führten unsere diesbezüglichen Vorversuche an der 
Hefeart Torula pulcherrima aus, da diese Heferasse die gleichmäßigsten 
Resultate gab und von allen uns zur Verfügung stehenden Arten 
sich am besten in der Flüssigkeit verteilte. Die Hefe, täglich frisch 
vom Nährboden entnommen, wurde stets dreimal mit physiologischer 
Kochsalzlösung gewaschen, die nach dem Zentrifugieren überstehende 
Flüssigkeit abpipettiert*). Die Atmung der Zellen wurde nach der 
von O. Warburg?) beschriebenen Mcthode gemessen. Die Gesamt- 
menge der in den Atemgefäßen befindlichen Flüssigkeit betrug l0ccm: 
4 com Hefesuspension (Aufschwemmung in 0,9 proz. Kochsalzlósung), 
5 com Puffergemisch, dann als Absorptionsflüssigkeit für die CO, im 
Innenbehálter 1 ccm 20 proz. (in einigen Versuchen 10 proz.) NaOH. 
Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt des Hahnschlusses nach 
erfolgtem Temperatur- und Druckausgleich gerechnet. Es wurde tei 
30° in einem großen Wasserbad mit ständiger Rührung gearbeitet. 


1) Die Fortführung der Kulturen geschah in der bakteriologischen , 
Abteilung des Pathologischen Institutes. Wir sagen dem Vorstand der 
Abteilung, Herrn Dr. Kuczynski, unseren besten Dank für die freund- 
liche Unterstützung unserer Arbeit. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230 (1919). Vgl. auch P. Rona 
und Æ. Bloch. Ebenda 128, 174. 
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I. Zuerst mußte der Einfluß der H"-Iomenkonzentration auf die 
Atmung der Hefezellen genau festgestellt werden. Meyerhof !) hatte 
gefunden, daß bei seiner Acetondauerhefe ein scharf ausgeprägtes und 
nach beiden Seiten steil abfallendes Optimum für die Atmung be- 
steht, das zwischen ph 6,5 und 7 lag. Bei den Vogelblutkörperchen 
konnte ein solches scharfes Optimum für die Atmung nicht beob- 
schtet werden?). — Wir versetzten zur Lösung dieser Frage für 
unsere Hefezellen die Zellsuspension mit Puffergemischen von ver- 
schiedenem py und verglichen die Atmungsintensität in den ver- 
schiedenen Proben. Die Messung des py erfolgte stets elektrometrisch. 

Wir geben zunächst die Versuche mit Acetatpuffergemischen 
wieder. 


1. Versuch. 26. Mai. (Abb. 1.) Kultur vom 23. Mai. 
In den Atmungrgefäßen I und II py = 6,6. In den Atmungs- 
gefäßen III und IV py = 8,09. 











Beginn 11h 25’. 
Zeit d 1 ou m DN 
z Che us A SZ EE Ke" See 0 — 5 =, 
11h 35' | 4,42 4,49 4,51 4,36 
11 46” | 99 10,2 9,94 9,65 
12 0 17,0 17,47 17,22 16,89 


Bei allen Kurven sind auf der Abszisse die Zeiten, auf der Ordinate 
die verbrauchten Mengen Sauerstoff in Kubikzentimetern angegeben. 
Die Zahlen in den Tabellen bedeuten stets Kubikzentimeter O,-Ver- 


brauch. 
Die Atmung bei py 6,6 ist also die gleiche wie bei py 5,09. 


2. Versuch. 26. Mai. (Abb.2.) Kultur vom 23. Mai. 
In lu. II pg = 5,09. In III u IV pg = 4,11. 


Beginn Ip 30. 
ze | a |n m | w 
15 40' 512 | 514 39 | 414 
1 50 9,78 9,51 7,99 | 829 
20 16,14 | 1491 | 1250 12.87 
27 18,87 | 18,50 16,09 | 16,30 


In einer Lösung von dem py 4,11 beträgt somit die Abschwächung der 
Atmung gegenüber dem Optimum 15,5°/, nach 30 Minuten Versuchs- 
dauer. Diese Zeiteinheit wurde auch in den folgenden Versuchen der 
Berechnung der Prozentzahlen für die Verminderung der Atmung zu- 
grunde gelegt. 


1) O. Meyerhof, Pf.ügers Arch. 170, 370, 1918. 
2) P. Rona und E. Bloch, 1. c. 


10* 
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3. Versuch. 27. Mai (Abb. 3.) Kultur vom 23. Mai 
In I u. II pg = 3,88. In IH u. IV py = 5,78. 




















inn 1h 35. 
Zeit E 8 H m IV 
DS 22 231 348 386 
1 57 6.28 6.17 8,50 8.90 
2 6 9.66 9.74 12 81 12 91 


2 13 119 1220 1578 16, 
Bei pp 3,88 = 24,8”, Atmungsverminderung. 





4. Versuch. 30. Mai. (Abb. 4.) Kultur vom 26. Mai. 
In I u. II py = 3,72. In III u. IV py = 4,89. 


Beginn 11h Lë, 














Zeit | I © HE ° m AN 
11h 31’ 7,10 7,71 : oe 9.25 
11 40 11,41 118 , 1537 14,87 
11 51 1595 1582 * 2152 20.73 


Bei pp 3,72 = 24,7 %/, Atmungsverminderung. 


5. Versuch. 30. Mai. (Abb. 5.) Dieselbe Kultur. 
In I u. II py = 4,88. In III u. IV py = 7,14. 














Beginn 1h 17. 

Zeit a um "In 
1h28 | 598 | 565 7,58 7,51 
1 41 1095 ' 1028 1476 | 1423 
1 50 1374 1299 ' 1968 | 18.95 


Bei py 7,15 = 31,2%, Atmungsverminderung. 
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6. Versuch. 31. Mai. (Abb. 6.) Kultur vom 26. Mai. 
In I u. II py = 4,71. In III u. IV py = 7,60. 
Beginn 11h 45’. 




















Zeit Sy I 18 | UI | IV 
11h 55/ 431 | 436 3,38 3,14 
12 6 978 ` 1002 | 6.97 7,66 
12 37 2480 25.05 | 1558 = 


12 49 29,92 | 2981 ; 18145 = 








om zéi q37 qu? wi Ge 7755 ei 7275 125 1235 7245 
Abb. 5. Abb. 6. 

7. Versuck. 1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 

In I u. II pg = 4,70. In III py = 4,85. 

Beginn 11h 2, 


11h 14 10,13, 1053 ; 10,60 
11 35 19,45 1978 | 1947 
11 42 23,76 23,88 23.82 


8. Versuch. 1. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In I u. II py = 4,70. In III u. IV py = 4,99. 
Beginn 1h X. 


























Zeit | I 


| | 
1h 12/ 923 | 9,37 9,63 9,50 
1 32 15,37 | 15,54 15,70 15,2 
1 45 21,78 21,71 22,20 21,73 


Atmung optimal. 





nu | Im IV 
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9. Versuch. 2. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In I u. III pg = 4,70. In II py = 5,10. 

















Beginn 11h 47. 
= Zeit GN = E o | pe I | In 
11h 57’ 419 | 423 ' 4,30 
12 8 8,15 822 8,09 
12 20 1251 , 1259 : 1291 


Atmung optimal. 


10. Versuch. 2. Juni. Kultur vom 29. Mai. 
In III py = 4,70. In II u. IV py = 5,42. 
Beginn 1h 14". 


Zeit I | nm "r- e 
124  — ' 314 2.87 3,21 
1 32 ge 5,65 5,53 5.79 


11. Versuch. 12. Juni, Kultur vom 230. Mai. 
In I u. II pg = 5,02. In III u. IV pg = 5,85. 
Beginn 11h 2, 
11h 20’ ist noch in keinem der Manometer eine Druckdifferenz be 
merkbar. Die 14 Tage alten Zellen atmen nicht mehr. 


12. Versuch. 12. Juni. Kultur vom 6. Juni; 














sonst genau dieselben Verhältnisse wie in Ver- 
such 11. 
Beginn 1h9. 
Zeit Ae l ung RK: P "WE e D 
1h22? ı 629 6.68 6,25 | 6.01 
135 , 1328 . 1311 13,12 12,73 
2 7 | 30,25 29,55 | 2993 | ? 


Atmung optimal. 
Zu den Versuchen 8 vgl. Abb. 7. 


13. Versuch. 13. Juni. Kultur vom 6. Juni. 
In Tu II Pu = 4,66. In III u. IV Pa = 5,55. 
Beginn 11h 13”. 








Zeit l I II IV 
11h 23° 3.03 3.08 3148 32 
11 42 8.66 8,73 922 | 8,58 


11 50 10.25 10,28 10,07 * 10,36 
Atmung optimal. 
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14. Versuch. 15. Juni. Kultur vom 13. Juni. 
In Tu. II py = 5,05. MI u. IV py = 6,14. 





Beginn 1h45'. 
Zeit aa w 
1h57 | 955 | 976 ` 10/04 9,72 
2 14 2190 2235 | 2255 | 21,96 





Atmung optimal. 


Die folgende Abb. 8 gibt die Resultate mit Acetatpuffergemischen 
im Zusammenhang wieder. Das Optimum liegt, wie ersichtlich, 
zwischen pu 4,5 und py 6,6, 
es ist also auch für lebende 
Hefezellen viel breiter als das, 
welches Meyerhof für seine 
Acetondauerhefegefundenhatte. 
Nach beiden Seiten fällt dann 
die Atmung ziemlich steil und 
sowohl im sauren als auch alka- D 445 5 35 6 65 7 15 8 

lischen Gebiet gleichmäßig ab. " Abb. 5. 





IL Das Alter der Hefe und sein Einfluß auf die Abhängigkeit der Atmung 
von der H-Ionenwirkung. 

Das ‚‚Altern‘‘ der Zellen ist einer derjenigen Faktoren, die sowohl 
für die Funktion als auch für die Atmung eine wesentliche Rolle 
spielen. So hat schon Meyerhof feststellen können, daß bei seiner 
Acetonhefe die Atmung in einigen Monaten stark abnahm. ` 

Zur Beantwortung der Frage, innerhalb welcher Zeit die Atmung 
lebender Hefezellen zurückgeht bzw. verschwindet, sei auf den Ver- 
such 11 bei den Acetaten hingewiesen; bei der 14 Tage alten Kultur 
war keinerlei Atmung mehr vorhanden. Doch schon einige Tage vor 
dem völligen Verschwinden der Atmung nimmt die Atmungsgröße — 
wie folgende Versuche zeigen werden — stark ab. 

Die Frage, welchen Einfluß das Alter auf die Abhängigkeit der 
Atmung von dem [H] auszuüben vermag, wurde auf folgende Weise 
beantwortet: An einem Tage wurde eine Kultur auf etwa 30 Flaschen 
mit oben angegebenem Nährboden möglichst gleichmäßig überimpft 
und nun jeden Tag drei neue Flaschen für die Versuche entnommen, 
so daß also jeden Tag von demselben Stamm eine um einen Tag 
ältere Kultur benutzt wurde. Als Pufferlösung diente Phosphatgemisch 
„molar. Die erste Lösung war ein Gemisch von 1 : 0,076 primär 
:sekundär; ihr py betrug 5,82. Dieses py wurde gewählt, weil es 
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nach zahlreichen Versuchen als sicher innerhalb der optimalen 
Reaktionsbreite für die Atmung liegend erkannt worden war. Die 
zweite Lösung war ein Gemisch von 1:10, ihr py war 7,55. 
Nach Beendigung des Versuches wurde die Gesamtlösung (Hefe- 
suspension + Puffergemisch) nochmals elektrometrisch gemessen. 
Es stellte sich dabei heraus, daB das py dann in ganz geringem 
Umfang variierte. So bei Lösung I zwischen 5,71 und 5,79; bei II 
- zwischen 7,49 und 7,54. 

Wir benutzten bier stets 4ccm Hefesuspension, 5ccm Puffer- 
gemisch und zur Adsorption der CO, Leem einer 20proz. NaOH. 
Die Hefe war in einer 0,9 proz. Na Cl-Lósung aufgeschwemmt, deren 
pH 6,12 war. 

Da nach einem Tage die Kulturen durchweg noch nicht genúgend 
gewachsen waren, wurde als erster Versuchstag der zweite Tag nach 
der Uberimpfung gewählt. 


15. Versuch. (Abb. 9.) Kultur 2 Tage alt. 


In Manometer I Lösung I 4- Hefesuspension. 
In Manometer 11 Lösung II + Hefesuspension. 








Beginn 2h 20. 
O Verbrauch ccm 
Zeit en a Ev Dee 
a N 
2h 30’ 9,94 | 8,39 
2 36 14,48 11,82 
2 46 21,44 16,79 
2 53 25,56 19,33 


Durchschnittliche Verminderung der Atmung in 
II gegenüber I 20°/,. 


Wo nicht anders vermerkt, ist auch in den 
folgenden Versuchen dieselbe Anordnung bei: 
behalten. 


16. Versuch. 4. Juli. 


Kultur 3 Tage alt. (Es wurden bei diesem Ver- 
such -nur zwei Flaschen Hefekultur verwandt.) 


Beginn 1h26'. 








O. Verbrauch ccm 








Zeit 
l 11 
1h 34/ | 3,69 2,87 
ö 14 | 68 4,97 
220 20 20 230 155 | 908 6,74 


Abb. 9. Abnahme in II: 24°/.. 
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17. Versuch. 5. Juli. Kultur 4 Tage alt. (Abb. 10.) 
Beginn 1h 26’. 





O.» Verbrauch ccm 





Zeit - "- ee EE TER 
| MO Il 

nä 9 | 740 

1 46 1647 | 1248 

1586 | 2328 | 1768 


Abnahme in II: 23,40/,. 
18. Versuch. 6. Juli. Kultur 5 Tage alt. 
Beginn 11h 11. 





ÖOs»Verbrauch ccm 
wä E E 











11h 24° 6,24 




















| 

11 41 1450 | 8,61 
11 55 19,59 15,02 
12 0 9144 | 16,57 

Abnahme in II: 24,59/,. 

19. Versuch. 7. Juli. Kultur 6 Tage alt. Cu e 756 
Beginn 11h 39. Abb. 10, 

i > ` Oy. Verbrauch ccm 

it x_ _ —_—_Á A  —_ _ a EE = 

| ELE A 
ua | ap "am "Ai 
12 9 14,76 1420 127 
12 29 1894 1837 | 1414 


Abnahme in II: 22°/,. 
20. Versuch. 8. Juli. Kultur 7 Tage alt. 











Beginn 11h. 

| Oy»Verbrauch ccm 
Zeit — ya AA 

| I I GE S 
11h 25 12,90 13,16 8,84 
11 34 15,49 15,05 11,05 
11 54 20,29 20,16 14,91 
12 17 23,49 23,19 17,68 





Abnahme in 11: 26 /,. 
21. Versuch. (Abb. 11.) 10. Juli. Kultur 9 Tage alt. 
Beginn: 11h 16. 


| | 


| Os»Verbrauch com 





Zeit — Gë S 
I | II 
11h26 | 258 1,98 
11 37 4.42 3,31 
11 47 6,15 4.42 
11 57 7,62 5,75 


Abnahme in II: 25,20/,. 
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22. Versuch. (Abb. 12.) 11. Jwi. Kultur 10 Tage alt. 
Beginn 11h 38'. 


OygVerbrauch ccm 
I I 1 


11h55' | Noch keine meBbare Atmung vorhanden 





12 15 1 5,28 5,39 | 4,64 
12 23 | 6,27 6,39 5,65 
12 28 6,88 6,95 6.40 





Hemmung: 9°/,. 





Die eben wiedergegebene Versuchsreihe gibt ein deutliches Bild 
von dem Einfluß des Alterns auf die Atmung. Sie zeigt zunächst. 
daß die reine H-Ionenwirkung bei zunehmendem Alter der Hefe 
bis fast zum Schluß der Reihe unbeeinflußt bleibt, denn die geringen 
Abweichungen der gefundenen Hemmungsprozentzahlen unterein- 
ander müssen als innerhalb der Fehlergrenze liegend bezeichnet 
werden, zumal sie in keinem bestimmten Verhältnis zur Zeit stehen. 

Weiterhin wird aber die Abnahme der Atmungsgröße mit dem 
Alter deutlich sichtbar. Vergjeicht man die Kurven der Versuche 15 
und 17 mit denen der beiden letzten Versuchstage, so tritt der 
Unterschied klar hervor. Erstens hat die Menge des verbrauchten 
Sauerstoffs wesentlich abgenommen: hierdurch ist die Höhe der 
Kurve in der Zeiteinfleit an den letzten Tagen im Vergleich zu den 
ersten um drei Viertel herabgedrückt. 

Zweitens verläuft die Atmung während der Dauer des Versuches 
nicht mehr regelmäßig, sondern sie wird mit fortschreitender Zeit 
immer schwächer. 


IH. Vergleichende Untersuchungen mit Acetat- und Phosphatpuffern. 


23. Versuch. 8. Juli. (Abb. 13.) 


In I u. TI Phosphatgemisch 1:0,075 !/,, mol. py = 5,7] 
In ITI Acetatgemisch 1: 12,5 Y, mol. py = 5,84 


Torula pulcherrima vom 1. Juli 1922 (5cm) Leem 20°, NaOH. 


(je 4 ccm). 








Beginn 1h 13”. 
Leit I 8 ) 1 | moo 
123 l 608 639 8,17 
133 | 1131 11.64 16,57 
(am | 1697 | 1746 ` 2607 
153 | 2029 20,59 | 33.03 


Der Versuch zeigt also, daB die gleiche Menge Hefezellen von 
Acetatpuffergemisch umgeben mehr Sauerstoff verbraucht, als wenn 


| 
| 


1 
l 
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die umgebende Flüssigkeit aus Phosphatgemischen von gleichem pH 
besteht. Ferner ist auch hier die Atmungskurve bei Acetaten eine 
gerade Linie, das heißt: die 34 
Atmung bleibt während der 
Versuchsdauer gleich groß; 
während bei den Phosphaten 30 
(unter den vorliegenden Ver- — 
suchsbedingungen) die Kurve 
sich mit der Zeitdauer neigt, 26 
die Atmung also schwächer 2y 
wird. 

Zur Bestätigung der Ver- = 
suchsbeobachtung wurden 20 
weitere Versuche in demselben 
Sinne ausgeführt. 


32 





24. Versuch. 10. Juli. 14 
Torula pulch. vom 1. Juli. 77 


j 


K m 
BEREITEN 
LS — 
> SR 
erte Ee 














In I Phosphat 1:0,075. Léi 
pe = 5,71. ` 10 , 
In II Acetat 1:9. 8 
pH = 5,78. 
6 
Beginn 12h 57. 
Se 4 
57 | 4 __ OyVerbrauch in ccm at KK? 
| I Il 
Be tee, er ge 27 7% g 
1h (är 6.81 972 7 22 792 que q52 “7938 3948 7258 708 778 
? 3 
1 25 | 9,79 | 16,13 Abb. 13, Abb. 14. 
133 ' 1107 20,55 x — = Acetat X Acetat 


ees — Phosphat . Phosphat 


25. Versuch. (Abb. 14.) 24. Juli. Kultur vom 19. Juli. 


In I u. II Acetat 1:12,5 !/,, mol. py = 5,84. 
In III u. IV Phosphat 1:0,075 */,, mol. py = 5,77. 


Beginn 12h 38’. 























12h 48’ 8,81 I 9,17 7.54 | 7,50 
LT > -2190 21,94 16,32 | 1648 
119 | 2965 ' 3029 2131 ' 2167 


Daß die Abnahme der Atmungsgröße bei den Phosphaten nicht 
daher kommt, daß etwa bei den Phosphaten durch Selbstgärung mehr 
Kohlensäure gebildet wird, als die zugegebene Natronlauge zu adsorbieren 
vermag, und somit die überschüssige Kohlensäure den wahren Sauer- 
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stoffverbrauch überdeckt, zeigen die folgenden Versuche. Die Zahlen in 
den Tabellen (Versuch 26 bis 33) bedeuten verbrauchte ccm O, 


26. Versuch. In allen vier Gefäßen 5ccm Phosphatgemisch vom 
pp 5,84 + 4com Hefesuspension. In den Adsorptionsgefäßchen von I u. 
II je l ccm 10proz. NaO H; in III und IV je lccm 30proz. NaOH. 


Beginn 11h 58’ 








Zeit I | nu | 11 | IV 
12h8 4,56 453 ° 459 4,52 
12 18 6,04 6,09 | 5,85 5,91 


27. Versuch. 28. Juli. Kultur vom 26. Juli. Anordnung wie oben, nur 
in I und II 20proz. NaOH; in III und IV 40proz. NaOH. 











Beginn 1h 52”. 

AA a 
mg 50l 5,26 5,20 5,22 
216 855 8,58 836 > 8,52 
228 ` 1105 11,21 1086 1079 


28. Versuch. 29. Juli. Kultur vom 26. Juli. Dieselbe Anordnung. 
In 1l und II 10proz. NaOH |. 
In III und IV 40proz. NaOH | J® *“cm. 
Beginn 11h 22”. 


| | 











Zeit | | n m | IV 

11h 33' 16.49 T12 BAT 6,61 
1142 : 1083 11,04 | 1107 | 10% 
11 52 14.25 14.36 14,52 14.27 


Diese Versuche beweisen, daß bereits durch lccm einer 10proz. 
NaOH alle während des Versuches gebildete Kohlensäure gebunden 
wird. Bei der von uns stets eingehaltenen Versuchsanordnung kann also 
die bei Phosphatgemischen beobachtete Atmungsabnahme nicht mit dem 
etwaigen Auftreten ungebundener CO, erklärt werden. 


IV. Die Atmung bei verschiedener Konzentration 
der Phosphatpuffergemische. 


29. Versuch. 15. Juli. Kultur vom 13. Juli. 








In I 1/3, mol. Phosphatgemisch 
In II und III dë mol. > pi 3% 
Beginn 11h4. 
Zeit | a m 
11h14’ 7.25 7.07 7,48 
11 24 13,13 12.81 13,23 


11 35 18.08 17.90 18,43 


Zellatmung. I. 


30. Versuch. 15. Juli. Dasselbe in umgekehrter 
Anordnung. py = 5,85. 
Beginn 12h59’. 








Ih 9 6,02 6,53 6,51 6,66 


1 19 11,93 12,07 12,15 12,15 
1 30 17,46 | 1789 | 179 | 1791 
1 37 19,92 ! 2002 | 2011 | 204 


31. Versuch. (Abb. 15.) 17. Juli. 
Kultur vom 13. Juli. 


In I und IT !/, mol. Phosphatgemisch. 
In III und IV ?, ,, 


LE 














Beginn 1h32'. 
Zeit | y ii | m lv 
142 | 558 5,76 | 6,58 | 6,74 
1 52 10,94 10,92 12,33 : 1231 
1 60 | 14,82 1493 1724 | 1719 
25 | 1653 | 1703 | 2038 | 20,69 


32. Versuch. 30. Juli. Kultur vom 26. Juli. 
In I und II Lie mol. In III und IV Lien mol. 


Beginn 11h7’, 























Zeit I | Il | 
(ui 1 410 | 4,43 

11 27 | 7,98 812 | 
11 37 1117 | 1152 | 


33. Versuch. (Abb. 16.) 30. Juli. 
Kultur vom 26. Mai. 
In I und II */z mol. In III und IV Lee mol. 
' Beginn 1h 34". 








Zeit | N | m | m vi 








14 | 4,10 4,19 376 , 400 
154 | 8/09 7,99 728 735 
2 4 10,9 | 11,00 982 | 9,75 
2 14 14,13 | 14,15 12,54 12 48 


Es ergibt sich somit aus dicsen Versuchen, 
daß innerhalb der Phosphatpuffergemische die 
mol, Konzentration am günstigsten für die 
Atmung der Hefezellen ist. 








Im folgenden Abschnitt, der die Wirkung der H-Ionenkonzen- 
tration bei Phosphatpuffern behandelt, sind anderweitig beeinflussende 
Momente, die wir auf Grund der vorher beschriebenen Untersuchungen 


als solche erkannt haben, ausgeschaltet. Diese Punkte waren: 
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stoffverbrauch überdeckt, zeigen die folgenden Versuche. Die Zahlen in 
den Tabellen (Versuch 26 bis 23) bedeuten verbrauchte ccm O,. 


26. Versuch. In allen vier Gefäßen 5ccm Phosphatgemisch vom 
pp 5,84 + 4com Hefesuspension. In den Adsorptionsgefäßchen von lu. 
II je 1ccm 10proz. NaOH; in III und IV je lcem 30proz. NaOH. 

Beginn 11h 58’ 








Zeit | | u | mI | IV 
mp | 4.56 4,53 4,59 4,52 
12 18 6,04 6,09 5,85 5,91 


27. Versuch. 28. Juli. Kultur vom 26. Juli. Anordnung wie oben, nur 
in I und II 20proz. NaOH; in III und IV 40proz. NaOH. 











Beginn 1h 52'. 
Zeit II mn mn OOO Nyo 
ll bh ae Alien Fe I a en do E 
ae" an | 526 5,20 5,22 
2 16 8/55 8/58 8,36 8/52 
226 um 1121 1086 - 10,79 


28. Versuch. 29. Juli. Kultur vom 26. Juli. Dieselbe Anordnung. 
In 1l und II 10proz. NaOH |, 
In III und IV 40proz. NaOH | je Loom, 


Beginn 11h 22”. 





Zeit | i | II mI | IV 

11h 3% 16,49 712 | 6,47 6,61 
1142 | 10,83 11,04 11,07 10,94 
1152 |; 1425 1436 : 14,52 14,27 


Diese Versuche beweisen, daß bereits durch lccm einer 10proz. 
NaOH alle während des Versuches gebildete Kohlensäure gebunden 
wird. Bei der von uns stets eingehaltenen Versucheanordnung kann also 
die bei Phosphatgemischen beobachtete Atmungsabnahme nicht mit dem 
etwaigen Auftreten ungebundener CO, erklárt werden. 


IV. Die Atmung bei verschiedener Konzentration 
der Phosphatpuffergemische. 


29. Versuch. 15. Juli. Kultur vom 13. Juli. 





In I 1/3, mol. Phosphatgemisch 
In II und II VC mol. ES ) pp = 5,82. 
Beginn 11h 4. 
TENN 
Zeit | I | 1 m 
E eg — Io — — alt, et A o APA Er 
11h14 | 725 om 7,48 
1124 > 1313 12831 | 132 
11 35 18,08 | 170 | 1843 


Zellatmung. I. 


30. Versuch. 15. Juli. Dasselbe in umgekehrter 
Anordnung. py = 5,85. 
Beginn 12h 59’. 








Zeit | (num | øy 
mo | 602 653 | 651 | 666 
1 19 1193 | 1207 | 1215 ` 1215 
1 30 1746 | 1789 | 1790 | 1791 
1 37 we | 2002 | 2011 | 204 





31. Versuch. (Abb. 15.) 17. Juli. 
Kultur vom 13. Juli. 
In I und IT Lise mol. Phosphatgemisch. 
In III und IV 2: sn 


33 








Beginn 1h37. 
zit |. 1 | u | mojo 
= are S EE I J OS ae SNE Kg Fä 
1h42 | 558 5,76 | 6,58 6,74 
152 || 1094 | 1092 Gm 12,31 
160 | 14,82 14,93 1724 | 1719 
2 5 | 1653 ' 1703 ' 2038 | 2069 





32. Versuch. 30. Juli. Kultur vom 26. Juli. 
In I und II !/, mol. In III und IV !/io mol. 


Beginn 11h7’. 





e Een —= +. — 





Zeit ` I i u | ut 

EK 410 | 4.43 | 4,38 
11 27 7,98 812 | 8,15 
1137 ! 11,17 1152 | 11,89 


33. Versuch. (Abb. 16.) 30. Juli. 
Kultur vom 26. Mai. 
In I und II !/, mol. In III und IV Lee mol. 
Beginn 1h 34. 








Zeit | N | Im vw 
1h44’ a 410 © 419 ı 376 400 
154 . 809 | 799 7.28 7,35 
2 4 | 1094 | 11.00 9,82 9.75 
214 | 1413 ¡ 1415 | 1254 | 1248 


Es ergibt sich somit aus diesen Versuchen, 
dal innerhalb der Phosphatpuffergemische die 
1/, mol. Konzentration am günstigsten für die 
Atmung der Hefezellen ist. 





Abb. 16. 


Im folgenden Abschnitt, der die Wirkung der H-Ionenkonzen- 
tration bei Phosphatpuffern behandelt, sind anderweitig beeinflussende 
Momente, die wir auf Grund der vorher beschriebenen Untersuchungen 
als solche erkannt haben, ausgeschaltet. Diese Punkte waren: 
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l. Das Alter der Hefe: Am günstigsten für die Versuche ist das 
Alter von 2 bis 7 Tagen. Während dieser Zeit hält sich die Atmungs- 
größe ziemlich konstant, während sie später schnell abnimmt, um 
nach 14 Tagen völlig zu erlöschen. 

Wir wählten daher für die folgenden Versuche Kulturen, die 
2 bis 5 Tage alt waren. 

II. Die Konzentration der Natronlauge im Absorptionsgefäßchen: 
4 proz. Natronlauge vermag nicht alle bei der Atmung gebildete CO, 
zu binden. Dagegen genügt hierfür bereits 1 ccm einer 10 proz. NaOH. 

Wir wandten in den folgenden Versuchen stets l ccm einer 
20proz. NaOH an. 

Ill. Die Konzentration des Puffergemisches: Die Atmung erfolgt 
am gleichmäßigsten, wenn die Konzentration des Phosphatpuffer- 
gemisches = */¿ mol. ist. Die Atmung schreitet nicht so geradlinig 
fort und die Menge des verbrauchten Sauerstoffs ist geringer, wenn 
die Konzentration zwischen 1/,, bis (lan mol. beträgt. Innerhalb 
dieser Konzentrationsbreite sind Schwankungen in der Atmungsgröße 
nicht vorhanden. 

In den folgenden Versuchen wandten wir Phosphatpuffergemische 
von */¿ mol. Konzentration an. (Die Zahlen der folgenden Tabellen 
= verbrauchte cem 0,.) 

33. Versuch. (Abb. 17.) 1. August. Kultur vom 28. Juli. 
In Gefäß I u. II */¿ mol. Phosphat 1:0,075 primär: sekundär. py = 5,5. 
In Gefäß TT u.IV */¿mol. Phosphat 1:0,5 primär: sekundär. pp = 6,31 je 5com. 
Beginn 12h 1‘. 









































el. E 
12h 11 4,79 5,07 4,59 4,78 
F 12 21 8,89 8,90 8,63 | 8,52 
12 25 10,26 10,4 9886 | 10,10 
> 34. Versuch. In lu. II 1:0,075. py = 5,57. 
A In Tu. IV 1:0,75. py= 6,49. 
Beginn 1% 27”. 
2 Se Ee ==> 
Zeit | 1 H | m | N 
0 SC e SE A Ee A ae Kee en -— - -= Ze Ee —_ 
NS 1h 37’ | 3,87 3,67 3,76 3,93 
Abb. 17. 1 43 5,92 5,81 5,85 6,18 
1 57 8,20 8,30 8,36 8,33 














35. Versuch. 2. August. Kultur vom 29. Juli. 
In Tu. II 1:0,1. py= 5,59. In III u. IV 1:1. py= 6,54. 

















12 15 19,38 19,65 19,52 


Beginn 11h 39, 
Zeit ` I na | m | y 
(mx Ap | 684 | 7,04 6,58 6,44 
12 1 1 132 1336 1337 ? 
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36. Versuch. (Abb. 18.) 2. August. Kultur vom 29. Juli. 
In I u. II 1:0,1. py = 5,59. In III u. IV 1:2. py = 6,79. 








Beginn 4h 23”. 16 
Zeit tu mo | Ny 
am || 376 | 393 | 31 | 319 z BER 
4 38 752 |! 7,86 6,68 7,01 A 
4 45 1132 | 1157 ' 961 ' 1003 sg 
4 53 1516 | 1566 1297 , 1343 
14,2 Proz. Hemmung bei py = 6,79. 8 


37. Versuch. 4. August. Kultur vom 1. August. 6 
In I u. II 1:0,55. pp = 6,16. 











In III u. IV 15:1. py = 5,24. 4 
Beginn 12b 34°. e 
Zeit O lL uo > Mm | y e 
ren Ee GE de - Séi y3 ¿0 ys 
12h 44' 4,67 | 522 ' 4,98 5,30 DEEN 
12 54 9,22 ` 9,82 | 9,43 9,74 Së 5.59 
1. 4 | 1254 | 1307 , 129 | 131 — PH o 
e = PH 6,79. 


38. Versuch. 5. August. Kultur vom 3. August. 
In I 1:0,5. pyu = 6,16. In III u. IV 30:1. py = 4,99. 
Beginn 11h 32”. 





Zeit Ma | mo 





us Ap | 554. — 5,64 5,91 
11 52 1218 ,  — 12.20 12.16 
12 21 1634  — + 166 16,46 


Das Optimum für die Atmung erstreckt sich somit von py 6,55 
bis py 4,99. Noch weiter in das saure Gebiet war eine Pufferung mit 
Phosphaten nicht möglich. Folgende Kurve zeigt die Verhältnisse über- 
sichtlich an. 

Vergleichen wir diese Kurve mit der 


Atmungskurve bei Acetaten, so zeigt es 
sich, daß die Grenze des Optimums auf 
der basischen Seite für beide zusammen- 
fällt. Daß das bei zwei so verschieden- 
artigen Puffergemischen der Fall ist, be- 
weist, daB wir es tatsächlich mit einer 
reinen Wasserstoffionenkonzentrationswirkung zu tun haben. Wir 
erinnern jedoch daran, daß, soweit die bisherigen Versuche diesen 
Schluß erlauben, der Sauerstoffverbrauch bei den Phosphaten etwa 
30 %/, niedriger ist, als bei den Acetaten. 

Das Optimum für die Atmung unserer lebenden Hefezellen liegt 
also zwischen einem py 4,5 und mu 6,6. Nach beiden Seiten hin fällt 
die Atmung steil ab. Neben dieser H - Ionenwirkung ist bei Zusatz 
von Acetat- und Phosphat - Pufferlösungen zu der Hefesuspension 
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eine Wirkung der jeweiligen Anionen vorhanden, doch üben dieselben 
nur auf das Ausmaß der Atmung unter denselben H-Ionenbedingungen 
einen geringen Einfluß aus. 


V. Der Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf die Atmung 
geschädigter Hefezellen. 

Da wir in weiteren Untersuchungen den Einfluß giftig wirkender 
chemischer Stoffe auf den Atmungsvorgang feststellen wollten, war 
es für uns von Interesse, zu wissen, ob andere Maßnahmen, welche 
die Zelle selbst schädigen, imstande sind, die durch die H-Ionen- 
konzentration geschaffenen Verhältnisse wesentlich zu ändern. 

Wir gingen dabei folgendermaßen vor: Die vom Nährboden ent- 
nommene und gewaschene Zellensuspension wurde in ein Kältegemisch 
gebracht, das auf —21°C gehalten wurde. Die Suspension wurde hier- 
durch vereist und darauf wieder durch Eintauchen in ein + 60°C messendes 
Wasserbad schnell aufgetaut. Das geschah dreimal hintereinander. Es 
ist anzunehmen, daß durch diese Prozedur die Zellen in ihrer Gesamtheit 
schwer geschädigt werden. Da wir damit rechneten, daß die Atmungs- 
größe hierdurch wesentlich abnehmen würde, nahmen wir für die Ver- 
suche zunächst je zehn gut gewachsene Kulturen. Es stellte sich jedoch 
heraus, daß diese Vorsicht unnötig war. Die Atmungsgröße derart be- 
handelter Zellen blieb nur um ein Geringes hinter der Atmungsgröße der 
normalen Zellen zurück, so daß wir mit vier Kulturen gut auskamen. 

Es wurde zunächst wieder der Einfluß der H-Ionenkonzentration 
mittels Acetatpuffergemischen geprüft. 


A. Acetate. 
39. Versuch. Abb. 20. 7. August. Kultur vom 3. August. 
In I ph = 5,12. In II py = 6,04. 
Beginn 12h 13'. 


Zeit | I II 
12h 20 © 12,05 12,12 
12 25 20.63 20,90 
12 31 | 2918 | 2946 
40. Versuch. In 1 py = 5,1. In II py = 6,4. 
Beginn 2h 14”. 
Zeit | 
2h 23 684 6,89 
2 30 12,3 11,91 


41. Versuch. (Abb. 21.) 8. August. Kultur vom 5. August. 
Beginn 12h 30. 


Zeit I H II | IV 
= Der mA 1 — = ei SZ m ZE EE E O a 
12h38' ¡ 10.11 1039 | 972 | 971 
12 46 | 20,17 2043 ' 19.14 | 1943 
12 49 | 2460 | 2410 2254 | 2246 
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Dieser Punkt gliedert sich gut in die Atmungskurve der 
Acetate ein. Es ist also keine Änderung in der Wirkung der Wasser- 
stoffionenkonzentration eingetreten, wie auch die beiden folgenden 
Versuche mit Phosphatpuffergemischen beweisen. 


B. Phosphate. 


42. Versuch. Abb. 22. 9. August. Kultur vom 5. August. 
In I u. II Do = 5,41. In III u. IV Du = 6,67. 


Beginn 11h 41. 





Zei | r | u | m IV 








P 11h 50° 6,84 | 642 | 575 | 606 
11 59 | 1323 | 1284 1149 11,62 
12 11 | 2074 | 220 | 1861 | 1864 
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Abb. 20. 





43. Versuch. 11. August. Kultur vom 8. August. 


In I pp = 5,4. In Il py = 5,0. 
Beginn 1h 17. 


Zeit. I | 1 
Ih 25/ | 456 445 
133 " 980 9.30 
145 | 186 : 184 
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Zusammenfassung. 

1. Es besteht für die Atmung der von uns angewandten lebenden 
Hefezellen (Torula pulcherrima) ein breites, aber scharf begrenzte 
Optimum, das zwischen pu 4,5 und Du 6,6 liegt. Nach beiden Seiten 
fällt die Atmung ziemlich steil ab. Es ist gleichgültig, ob die 
H-Ionenkonzentration durch Phosphate oder Acetate hergestellt ist. 

2. Das Alter der Hefe beeinflußt die Atmungsgröße. Ist die 
Kultur 2 bis 7 Tage alt, so bleibt die Atmung auf ihrer optimalen 
Höhe. Später nimmt sie rasch ab, um nach 14 Tagen ganz zu ver- 
löschen. | 
3. Vergleicht man die Atmung der Hefe bei Phosphatpuffer- 
gemischen mit der bei Zusatz von Acetatpuffergemischen, so ergibt 
sich, daß bei der angegebenen Versuchsanordnung der Sauerstoff- 
verbrauch bei ersteren um etwa 30%, geringer ist, als bei letzteren. 

4. Die Konzentration der Pufferlösung ist nicht gleichgültig 
für die Atmung. Bei Phosphatpuffergemischen ist eine !/, mol. Konzen- 
tration am günstigsten für die Atmung. 

- 5. Schädigt man die Zellen durch mehrmaliges Vereisen und 
wieder Auftauen, so wird weder die Atmungsgröße noch die Wirkung 
der Wasserstoffionenkonzentration beeinflußt; das Optimum behält 
dieselbe Breite. 

Weitere Untersuchungen auf Grund dieser Vorversuche sind im 


Gange. 


Über das Verhalten 
von Seifenlösungen bei verschiedener®H-Ionenkonzentration. 


Von 
Adolf Jarisch. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Graz.) 
(Eingegangen am 15. August 1922.) 


Der Grad des hydrolytischen Zerfalls der Seife in wässeriger Lösung 
ist bei gleichbleibender Seifenkonzentration von der Reaktion ab- 
hängig. Mit dem Grad des Zerfalls ändern sich aber die physikalischen 
und biologisch wichtigen Eigenschaften der Seifenlösungen, indem die 
wasserunlösliche Fettsäure .ausfállt und die Oberfláchenspannung 
steigt (Botazzi). Deshalb war es bei der großen Bedeutung, die den 
Seifen für zahlreiche biologische Vorgänge (Hämolyse, komplementäre 
und antikomplementäre Wirkung, Resorption und Verwertung der 
Fette, Fermenthemmung, Zellpermeabilität usw.) zugeschrieben wird, 
wichtig, festzustellen, wieweit die Hydrolyse bei physiologischer Reak- 
tion geht bzw. wie sich hier Seifenlösungen physikalisch verhalten. 
In einer früheren Untersuchung hat Verfasser bereits weitgehende 
Zerlegung der Ölseife bei physiologischer Reaktion beobachtet und 
daraus geschlossen, daß es im Blute überhaupt keine Seifen geben 
könne. Da diese Anschauung mit zahlreichen bestimmt lautenden 
Angaben über das Vorkommen von Seifen im Blute und den Organen 
in offenem Widerspruch steht, wurden die Versuche in erweitertem 
Umfange neuerdings aufgenommen. Es wurden die Versuche unter 
Anwendung verschiedener Puffersysteme auf einen breiteren Reaktions- 
bereich, py 3 bis py 12, ausgedehnt und außer der Ölseife auch die 
Seifen der Palmitin-, Stearin-, Laurin-, Myristin- und Erucasäure 
geprüft. Ferner wurde eine Harzseife, nämlich das Siaresinolsaure 
Natrium, das mir von Herrn Professor Zinke freundlichst zur Ver- 
fügung gestellt worden war, untersucht. 

Ausführung der Versuche: Die Seifen wurden aus reinsten Fettsäure- 
präparaten in alkoholischer Lösung mit wenig Wasser unter Zusatz von 
CO,-freier NaO H bis zum Beginn der Rotfárbung von Phenolphthalein und 


unter Erwärmen am Wasserbad hergestellt, getrocknet und pulverisiert. 
Zu den Versuchen wurden sie jeweils frisch in heißem CO,-freiem Wasser 


LI? 
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gelöst und diese in der Regel wasserklaren Lösungen zu den Regulatoren 
zugesetzt. Zur Anwendung kamen Phosphatmischungen, wobei unter 
Benutzung von Phosphorsäure, primärem, sekundärem und tertiärem 
Phosphat ein Bereich von py 3,2 bis py 12 umspannt werden konnte, ferner 
Chlorammonium-Ammoniak-, Acetat-, Lactat- und Tartratgemische usw. 
mit Salzkonstanz (Michaelis) um Salzeinflüsse auszuschließen. Die Kon- 
zentration der Seife in den Mischungen wurde niedrig (0,01 bis 0,1 %,) gehalten, 
einerseits weil unter physiologischen Bedingungen keine höheren Konzen- 
trationen in Betracht kommen, andererseits weil größere Seifenmengen zur 
genügenden Pufferung höhere Puffersalzkonzentrationen erfordert hätten, 
wobei Salzwirkung störend hätte auftreten können. 

An den einzelnen Mischungen wurden innerhalb der h-Reihen die Ver- 
änderungen von Oberfláchenspannung, Schaumkraft und Trübung verfolgt. 
Die Oberflächenspannung wurde mit einem Stalagmometer nach T'raube 
(Wasserwert 58,57) bestimmt; die Trübungsverhältnisse wurden in eigens 
angesetzten Reihen unter Beachtung der zeitlichen Umstände registriert. | 


Ölsaures Natrium in Phosphatgemischen. 







































Pu (angenähert) 32 | 3,4 | S E 

m/30HPO........ 16 | vw ol": _ 
m/30 prim. Na-Phosphat . 8,5 9 196! 9910 | 97| 95| 9 7 
m/30 sek. K il lo a 09 20001 3 
m/60 tert. o i = = sl EEN EEGEN y 
EE e 1111 (1 ]1]|1 EEE. 
Tropfonzahl . 22.22.6595 | 60 |60,5 60,3 160,5 61 ¡60/4162 [63,5 |65,1 67,8 
Trübung nach 2 ... es EE — I|-|-|2!2:#+|+ EE 

ee EM SSES 12 [2 18 HH 
Schaumkraft ...... |. = - | - | - | - | - | - | - ¡-— | =| 








PH (angenähert) 









































SEET EE = Se <= = £ = —— 
m/0HPO,....... EE | == | - | - | =, 
m/30 prim. Na-Phosphat . | 8! 1 6 | — — — = Ss g 
m/30 sek. A .182| 9 | 4 | 10 | 9,9 9,7 9,6 9 E 
m/60 tert. ” a a E e e TA 0,1 en 0,3 04 | 1 o 
Na. oleinic. 0,15%, . . . | 1 1 1 l 1 l 1 | 1 | 
Tropfenzahl . ...... 76 |785 185 |89 98 106 109 ! 111 10 
Triibung nach 2' + — — — — — — a 

5 a EE o A AO AA Be EE E = = | - 
Schaumkraft `... ell IE HE +EH H+H +H + 





Somit zeigt sich, daß in Lösungen mit 0,015% Na olein. vom 
alkalischen Ende aus die Oberflächenspannung von etwa py 9,1 an- 
gefangen ansteigt, und zwar zunächst rascher bis etwa pu 8, dann langsamer 
bis etwa Py 5,0, um sich von hier an bis ins stärker saure Gebiet wenig 
unter dem Wasserwert zu halten. Der Zunahme der Oberflächenspannung 
entspricht eine Abnahme der Schaumkraft, die am stärksten zwischen 
Py 8,7 und py 8 vermindert wird. 

Ein überraschendes Verhalten bieten die Trübungserscheinungen. Vom 
sauren Ende aus tritt bis py 3,7 sofort Trübung auf, dann bleiben einige 
Röhrchen bis etwa pu 5,6 völlig klar, und jetzt beginnt allmählich ansteigend 
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und erst einige Zeit nach dem Seifenzusatze deutlich hervortretend, eine 
neuerliche Trübung, die ihr Maximum etwa im Neutralpunkt hat und auf 
der alkalischen Seite zunächst bis etwa py 7,4 reicht. Es bildet sich also 
im sauren Gebiete eine klare Zwischenzone, die deshalb auffällt, weil die 
niedrige Tropfenzahl und das fehlende Schaumvermögen völlige Zerlegung 
der Seife anzeigt. Bei längerem Stehen trübt sich auch die Zwischenzone, 
jedoch viel schwächer wie die benachbarten Abschnitte, so daß schließlich 
ein deutliches Trübungsminimum bestehen bleibt; dabei verbreitert sich die 
Trübung bis pu 8,7. Bei Anwendung höherer Seifenkonzentrationen trübtsich 
die Zwischenzone sofort und ist dann nur als Trübungsminimum vorhanden. 

Bei Anwendung anderer Regulatoren ergab für sich den jeweiligen 
Py-Bereich das gleiche Verhalten, wie folgender Versuch für den Bereich 


Do 8 bis pe 11 zeigt. 


Ölsaures Natrium in Chlorammonium-Ammoniakgemischen. 





py (angenábert) | s |83| 86 | 89 | 92 | 95 | 98 | 10,1 | 104 | 107 | 1 
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In diesem Versuche bleiben wiederum erst die Röhrchen über py 8,3 
dauernd klar, Rötung von Phenolphthalein bildet die Grenze, und wiederum 
fällt bei diesem Werte die Tropfenzahl am raschesten. Ferner kommt, was 
schon bei den Phosphatgemischen zu bemerken war, deutlicher zum Aus- 
druck, nämlich daß bei höherer Alkaleszenz die Tropfenzahl wieder abnimmt 
und die Mischungen trüb werden. 

In Acetatgemischen (py 6,7 bis 3,1), Lactatgemischen (py 1,9 bis 2,6) 
und Tartratgemischen (py 4,5 bis 2,7) trat, wie in den Phosphatgemischen, 
in der Gegend von Py 4,5 die klare Zwischenzone auf. Als Grenze gegen die 
| Trübung im stärker sauren Gebiete kann der Beginn der Rotfárbung von 
. Methylorange gelten. 

Auch ohne Puffer, allein unter Anwendung abgestufter Essigsäure- 
, konzentrationen sind die gefundenen Gesetzmäßigkeiten zu beobachten. 


Ölsaures Natrium in verdünnter Essigsäure. 


Je Ze ccm Essigsäure | ES no nko | no ka : 


+ 5 cum! 0 em 0.05% Ni a Oleinic. 











njós0| alt 290 | n{2560 | nj5120° 
5 5 De 5 












Tropfenzahl 65,11 64 64 62, 5 162,4 E 5 163,8 69 79 | 11 | we 
Schaumkraft — Sa — ++ HH AH RH HE ++ 
Trúbung ...... + de + de we Tr & — 








(In den fertigen Mischungen ist nn. bis zum dritten Röhrchen 
rot, «-Naphtholphthalein vom achten grünlich bzw. blau und Phenolphthalein 
im zehnten blaßrot.) 

Darnach sind also die beobachteten Veränderungen unabhängig von 
den Salzen der Regulatoren und alleinige Funktion der H-Ionenkonzentration. 
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Palmitin und Stearinseife. 


Bei diesen Versuchen ergab sich eine Schwierigkeit daraus, daß diese 
Seifen bei Zimmertemperatur nur beschränkt löslich sind; deshalb mußten 
die Versuche in der Wärme ausgeführt werden. Es wurden die Röhrchen 
im Wasserbad bei 55 Grad gehalten und die Zählung im Brutschrank bei 
40 Grad ausgeführt. Eine genaue Innehaltung der Versuchstemperatur ist 
bei diesem Vorgehen naturgemäß nicht gewährleistet und die Werte daher 
ungenau; immerhin ist das Be verwertbar. 
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Wie bei der Ölseife steigt also auch hier die Oberflächenspannung von ` 
Py 9 angefangen. — Auch die Trübungserscheinungen gestalteten sich analog, | 
allerdings konnte das Trübungsminimum erst bei Anwendung geringerer 
Seifenkonzentrationen (0,01 bis 0,02%) deutlich sichtbar gemacht werden. 
Bei höherer Konzentration trübte sich sofort die ganze saure Seite, doch 
trat hier das Gebiet des Trübungsminimums alsbald dadurch hervor, daß 
hier keine Flockung auftrat, wogegen rechts wie links die Trübung nach 
Stunden ausflockte. An Stelle des Trübungsminimums tritt also in diesem 
Falle im sauren Gebiet ein Flockungsminimum. 


Myristinseife. 

Die Myristinseife schließt sich in ihrem Verhalten den besprochenen 
Seifen an. Wie folgende Tabelle zeigt, steigt die Oberflächenspannung 
zwischen py 8,7 und Du 6 stark an (Phosphatmischungen wie oben mit 
0,03% Seife). 


Pu Ia 56|59|02 65, 6,5 | 6,8 STA rajar 8 nai 87|91] 96 11 12 





Tropfenzahl. . |63. er ala 67 76| 84 | 89 | 96 |105 109110108110) 88 





Die Schaumkraft erfährt eine rasche Verminderung zwischen py 8,4 
und Py 8, reicht aber spurenweise noch bis py 6,8. Die Trübung bildet ein 
deutliches Minimum bei pu 4,5, nimmt nach rechts zu bis zu einem Maximum 
bei py 6 und reicht schließlich im Alkalischen bis py 8,6. Unterhalb von 
Py 1,5 flockt die Trübung beim Stehen aus und rahmt auf. 


Erukaseife. 


Diese Seife unterscheidet sich von den bereits besprochenen dadurch, 
daß das Trúbungsoptimum in der Mitte nicht auftritt, sondern die Röhrchen, 
wenigstens bei niedriger Seifenkonzentration von py 4,7 an überhaupt 
klar bleiben. Bei größerer Seifenmenge 0,1 % reicht die Trübung bis py 7,7. 
Die auffällige Erscheinung, daß Seifenlösungen bis zum völligen Verschwinden 
von Schaumkraft und Oberflächenwirksamkeit angesäuert werden können, ohne 
gleichzeitig trüb zu werden, ist hier besonders deutlich und soll durch folgenden 
Versuch belegt werden. 
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DA angenähent | 49 | 46 | 43 | 39 | 3,6 | 33 29 | 26 
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Laurinseife. 


Diese Seife verhält sich abweichend, indem bei abnehmender Alka- 
leszenz die Oberflächenspannung, wie die folgende Tabelle zeigt, sprunghaft 
fällt, ein Minimum bei 6,8 hat und im sauren Teil niedriger ist als im 
alkalischen. (Phosphatmischungen mit 0,03% Laurinseife.) 


Phi angenäbert | za |74 77 8 Deepen 96| u [i2 
Tropfenzahl. . . . . | 124 |103| 93,90 | s4 | 82 | — | — | 76 | 78 | 78 


Die Trübung ist wenig charakteristisch und reicht bis zum Neutral- 
punkt; die Schaumkraft nimmt bei pH 6,2 kritisch ab. 

Infolge dieses abweichenden Verhaltens soll die Laurinsäure später 
bei Besprechung der Versuchsergebnisse beiseite gelassen werden und das 
zur Erklärung Nötige hier schon gesagt werden. Die Laurinsäure ist mit 
12 C-Atomen die niedrigste Fettsäure, deren Alkalisalze Seifencharakter 
trägt (Donnan). Bei den Fettsäuren unter 12 C-Atomen, und zwar schon 
von der Undecylsäure angefangen, ist die freie Säure wegen ihrer relativ 
besseren Wasserlöslichkeit im Gegensatz zu den höheren Fettsäuren ober- 
flächenwirksamer wie das Alkalisalz, weshalb bei deren Dissoziation die 
Oberflächenspannung abnimmt und sie zur sogenannten Titration mit 
bedingt oberflächenaktiven Stoffen (Traube, Windisch und Dietrich) An- 
wendung finden. Die Laurinsäure kann deshalb als Übergangsglied zu 
den niedrigeren Fettsäuren betrachtet werden, indem Eigenschaften von 
niedrigen und höheren Fettsäuren vereinigt sind. 





























Harzseife. 


Hier wurden nur die Füllungserscheinungen untersucht. Bei Anwendung 
verschiedener Regulatoren trat regelmäßig von py 7 abwärts eine zunächst 
bläuliche Trübung auf. Nach 24stündigem Stehen war die Trübung unter 
Bildung zierlicher krystallinischer Flocken überall ausgefallen mit Aus- 
nahme des Gebietes zwischen py 5,33 und 5,9. Diese Erscheinung entspricht 
dem Verhalten der höheren Konzentrationen von Palmitin- und Stearin- 
seife und ist ein Analogon zum Trübungsminimum der übrigen Fett- 
säuren. 
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Besprechung der Ergebnisse. 


Die physikalischen Eigenschaften der verschiedenen Seifenlösungen, 
die Laurinseife ausgenommen, zeigten sieh in prinzipiell gleicher Weise 
von der Reaktion abhängig. Deshalb kann der Besprechung der ge- 
wonnenen Ergebnisse das Verhalten der Ölseife, wie es aus den Tabellen 
auf S. 164 hervorgeht, zugrunde gelegt werden. 

Zur Behandlung der Einzelheiten soll die Reihe in drei Abschnitte‘ 
unter Py 6, zwischen py 6 und py 9 und über py 9, gebracht werden. 


Der Abschnitt unter py 6. 


Hohe, an den Wasserwert heranreichende Oberflächenspannung 
und fehlendes Schaumvermógen beweisen hier die Umwandlung der 
Seife in Fettsäure. Wenn diese nicht, gleichmäßig ausfallend, sämtliche 
Röhrchen gleich stark trübt, so kann es sich nach Lage der Dinge nur 
um Kolloidvorgänge handeln und in der klaren Zwischenzone nur 
ein hochdisperses, wasserklares Fettsiurehydrosol vorliegen. Dies zu 
prüfen und die Eigenschaften des Sols festzustellen, wurden mit der 
klar gebliebenen Mischung eine Reihe von Kolloidreaktionen aus- 
geführt. 


Beobachtungen an dem Fettsäurehydrosol. 


Die folgenden Beobachtungen sind an Mischungen von 100 ccm 
m/30 NaH,PO, (etwa py 4,5) oder 10 ccm n/10 Na-Acetat, 10 ccm 
n/10 Essigsäure und 80 ccm Wasser (etwa De 4,7) mit 10 ccm 0,2proz. 
Lösung von Öl- oder Erucaseife angestellt. Die Mischungen sind in 
der Durchsicht wasserklar, in dicker Schicht etwas milchig. 

Tyndaleffekt: Bei Zusatz der Seife zu einem der angegebenen 
Regulatoren leuchtet ein intensiver Kegel auf, der sich mit der Zeit 
verstärkt. 

Im Paraboloidkondensor erscheint die frische Mischung zu- 
nächst optisch leer, mit der Zeit treten zahlreiche, lebhaft tanzende 
Submikronen auf. 

Das Sol wird durch Elektrolyte gefällt, und zwar ist die Wertig- 
keit des Kations ausschlaggebend. Im folgenden Versuch enthalten 
10 cem der fertigen Mischung 1 cem des Sols. 
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Beim AlCl, tritt somit die Erscheinung der unregelmäßigen Reihe 
auf. Noch schöner zeigt sie sich, wenn man so verfährt, wie dies von 
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Michaelis (Praktikum) für das Mastixsol angegeben wird. Sowohl 
mit AlCl, als auch mit FeCl, erhält man unmittelbar nach Zusatz 
des Sols Fällung bis etwa n/12, dann eine klare Zone bis etwa n/760, 
dann wieder Fállung bis n/12.300, dann wieder klar. Die Ölsäure 
rahmt in der Flockungszone auf. 

Am stärksten fällend wirken H-Ionen, indem Zusatz einer be- 
liebigen Säure die Fettsäure sofort ausscheidet. Laugenzusatz ist 
belanglos. 


Von anderen Kolloiden gibt kolloidales Eisenhydroxyd (positiv) 
intensive Fällung, wogegen kolloidales Arsentrisulfid (negativ) in 
keinem Mischungsverhältnis fällt. 

Beweisen die Fällungsreaktionen schon die negative Ladung des 
Sols, so läßt sich im elektrischen Felde bei Solen, die schon einige 
Zeit gestanden haben und leicht trübe geworden sind, deutlichst 
Wanderung zur Anode nachweisen. Zu den Kataphoreseversuchen 
wurden in Ermangelung eines eigenen Überführungsapparates ge- 
wöhnliche U-Rohre benutzt und der Strom durch die von Michaelis 
angegebenen Agarheberelektroden zugeführt. 


Durch Schutzkolloide werden die Sole in typischer Weise gegen 
die fällende Wirkung von Elektrolyten stabilisiert. Man setzt zu 10 ccm 
des Sols 1 ccm H,O bzw. 2%, Gelatine; hierbeitrübt sich das Röhrchen 
mit der Gelatine schwach. Nun werden 0,5ccm n-AlCl, oder FeCl, 
hinzugefügt, worauf das Gelatineröhrchen unverändert bleibt, das 
ungeschützte dagegen ausflockt. Eiweiß wirkt ähnlich. 


Bezeichnend für den Kolloidcharakter der Lösungen in der Zwischen- 
zone ist auch, daß klare Lösungen nur bei Anwendung entsprechend 
niedriger Seifenkonzentrationen entstehen, und daß die Sole Neigung 
zu spontanem Ausfallen zeigen; durch Schütteln oder auch beim 
Durchfließen durch ein Stalagmometer wird dieser spontane Ausfall 
beschleunigt. 


Diese Beobachtungen beweisen, daß in der klaren Zwischenzone 
in der Tat ein hochdisperses Fettsäurehydrosol vorliegt, und daß es 
die Eigenschaften eines negativen Suspensionskolloids besitzt. Die 
Trübungserscheinungen im sauren Abschnitt unserer h-Seifenreihe 
lassen sich nunmehr durch die Annahme deuten, daß bei jeder h, 
d. h. so oft Seife hydrolytisch zerfällt, die Fettsäure zunächst als hoch- 
disperses Sol auftritt, daß dieses Sol aber bei etwa py 4,5 ein Maximum 
von Stabilität annimmt, rechts und links davon aber mehr oder minder 
rasch koaguliert. Die Ursache des Stabilitätsmaximums liegt offenbar 
in der elektrischen Ladung, und die Ursache für das sofortige Auf- 
treten der Trübung bei Reaktionen unter Ge 4,5 in der Koagulation 
des negativen Sols durch H-Ionen. Verallgemeinernd dürfen daher 
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bei der bekannten Fällung einer Fettsäure aus einer Seifenlösung 
durch Säuren zwei getrennte Vorgänge abgegrenzt werden: die Bildung 
eines Fettsäurehydrosols durch die Dissoziation der Seife und die 
sofortige Koagulation dieses Sols durch die überschüssigen H-Ionen. 
Der Grund, warum über py 4,5 neuerlich Trübung auftritt, soll im 
nächsten Abschnitt bei der Besprechung des Trübungsmaximums 
im Neutralpunkte näher erörtert werden. 

Als wichtigstes Ergebnis dieses Abschnittes soll der Nachweis 
betrachtet werden, daß Fettsäuren hochdisperse, wasserklare Hydrosole 
bilden können, daß diese Sole bei der Hydrolyse von Seifen entstehen 
und daß sie durch Schutzkolloide vollständig stabilisiert werden können. 


Der Abschnitt zwischen py 6 und pn 9. 

Hier nimmt die Oberflichenspannung ab, und zwar steigt die 
Tropfenzahl erst langsam, dann aber von Ge 8 an steiler in hyper- 
bolischer Kurve, und die Schaumkraft ändert sich gleichsinnig. Die 
Trübung hat ein deutliches Maximum im Neutralpunkt. Die physi- 
kalischen Eigenschaften ändern sich also keineswegs stetig und zum 
Teil auch nicht einmal parallel, wie man vielleicht hätte erwarten 
können, da py in arithmetischer Reihe abgestuft ist. 

Die Ursachen hierfür liegen offenbar in den außerordentlich kom- 
plizierten Verhältnissen, die die Hydrolyse in Seifenlösungen schafft 
(vgl. Freundlich, Salmon, Mc Bain). Trotzdem sich die Zusammen- 
hánge nur annáhernd úberblicken lassen, soll doch eine Analyse ver- 
sucht werden, um wenigstens einigermaßen ein Bild von der Zusammen- 
setzung der Seifenlósung bei physiologischer Reaktion zu erlangen. 

Das Verhalten von Oberflächenspannung und Schaumkraft be- 
weist, daß sich bei etwa py 8 die Konzentration der undissoziierten 
Seifenmoleküle in der Oberfläche der Mischungen sprungha!t ändert, 
denn wenn auch die hohe Leitfähigkeit stark verdünnter Seifenlösungen 
(Mc Bain und Taylor) eine bereits weitgehende Dissoziation beweist, 
so muß doch noch ein nennenswerter Teil undissoziiert sein, der Ober- 
flächenwirksamkeit und Schaumkraft bedingt (vgl. Botazzi). Für 
die besonders rasche Verminderung des oberflächenwirksamen Disso- 
ziationsrestes kommen besonders zwei Ursachen in Betracht. 

Zunächst erfährt der Hydrolysenvorgang als solcher dadurch eine 
Förderung, daß die schließlich entstehende Fettsäure nur beschränkt 
wasserlóslich ist und ausfällt, weshalb im Hydrolysengleichgewicht 
der Seife das Fettsäureanion keinen nennenswerten Betrag erreichen 
kann. Deshalb nimmt bei stetig abnehmender h die Hydrolyse sprung- 
haft zu, sobald die Fettsäure auszufallen beginnt. Komplikationen 
ergeben sich hierbei jedoch daraus, daß die Löslichkeit der Fettsäure 
nicht konstant ist. Sie ist, wie die Gleichung des Löslichkeitsproduktes 
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(R') (H) = Lk lehrt, einerseits von der Reaktion abhängig; anderer- 
seits spielt aber auch die Kolloidität der abgeschiedenen Fettsäure 
eine Rolle, da bekanntlich der Dispersitätsgrad die Löslichkeit stark 
beeinflußt. 

In zweiter Linie muß Adsorption des undissoziiert gebliebenen 
Seifenrestes an die ausgeschiedene Fettsäure Oberfláchenspannung 
und Schaumkraft stark beeinflussen, da nur die nicht an die Fettsäure 
gebundene Seife für die freie Oberfläche der Mischungen verfügbar 
ist. Den Adsorptionsgesetzen zufolge wird es einen Punkt geben müssen, 
bei dem relativ geringfügige Änderung des Dissoziationsgrades schon 
starke Schwankungen dieses freien Seifenrestes nach sich zieht. Der 
Adsorptions- (und vielleicht auch Lösungs-) Komplex Fettsäure/Seife 
kann nach Freundlich mit der sogenannten sauren Seife identifiziert 
werden. 


Was die Trübungserscheinungen anlangt, so erklärt sich das rasche 
Ansteigen vom alkalischen Ende aus durch den besprochenen raschen 
Fortschritt der Hydrolyse. Daß die Trübung ein Optimum bildet 
und links vom Neutralpunkt wieder abnimmt, ist offenbar durch 
geringere Stabilität des Reaktionsproduktes und nicht etwa optisch 
bedingt, denn bei einigen Fettsäuren und der Harzsäure flockt die 
Trübung im Neutralpunkt aus, weiter im Sauren dagegen entsprechend 
dem oben besprochenen Trübungsminimum nicht. 

Zur Aufklärung dieser Stabilitätsverminderung unternommene Über- 
führungsversuche ergaben anodische Wanderung der Trübung im gesamten 
Bereiche — in Übereinstimmung mit Angaben von Spring und Botazzi 
über negative Ladung saurer Seifen — so daß auch im Trübungsoptimum 
nicht Aufhebung, sondern höchstens Verminderung der Ladung in Betracht 
kommt. Ihre Ursache könnte in folgendem liegen: die negative Ladung des 
Fettsäuresols ist auf Abdissoziation von H-Ionen zu beziehen, wie beim 
Mastix, Kolophonium, Kieselsäure usw., mit fallender h muß nun zwar 
diese Dissoziation zunehmen, aber die Teilchen enthalten in dem Maße, in 
dem die Hydrolyse zurückgeht, mehr neutrale Moleküle, weshalb die Ge- 
samtmenge der abdissoziierten H-Ionen und damit auch die Stärke der 
Ladung abnehmen könnte. 


Danach kann zu unserer Hauptfrage nach dem Zustande von 
Seifenlösungen bei physiologischer Reaktion folgendes gesagt werden. 
Bei pz 7,4 sind die Lösungen weitgehend hydrolysiert, sie sind trübe, 
haben relativ hohe Oberflächenspannung und schäumen kaum. Die 
Seife ist zum größten Teil in Fettsäure zerlegt, und diese hat einen 
Teil des unzerlegten Seifenrestes unter Bildung ‚‚saurer Seifen“ ad- 
sorbiert bzw. gelöst aufgenommen; der geringfügige, frei gebliebene 
Teil bedingt die geringe Oberflächenwirksamkeit der Lösung. Die 
Seifenlösungen haben also ihre typischen Eigenschaften fast völlig ein- 
gebüßt. l 
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Der Abschnitt über pu 9. 


In diesem Abschnitt besteht ein Minimum der Oberflächenspannung 
und die Schaumkraft ist am größten. Die Mischungen sind schon 
von De 84 an klar, trüben sich aber später wieder zwischen Py 10 
und 11. Da auch bei py 8,4 die Seife in gewissem Grade hydrolysiert 
sein wird, darf das Klarbleiben der Lösung zum Teil auf die intensive 
Schutzwirkung der unzerlegten Seife (vgl. /redale) auf die freigewordene 
Fettsäure bezogen werden. Ferner muß aber wegen der oben erörterten 
Beziehung von Löslichkeit der Fettsäure und H-Ionenkonzentration 
bei stärker alkalischer Reaktion die absolute Wasserlóslichkeit der 
Fettsäure größer sein. Da die Oberflächenwirksamkeit von Fettsäuren 
mit ihrer Löslichkeit steigt, könnte der Gipfel in der Kurve der Tropfen- 
zahl zwischen 2,9 und 10 auf die durch Dissoziation freigewordene 
und dann gelöste Fettsäure bezogen werden; bei stärkerer Alkaleszenz 
würde dann die Dissoziation weiter zurückgedrängt, wie die Abnahme 
der Leitfähigkeit (Kurzmann) beweist, und die Kurve deshalb wieder 
absinken. Bei dieser Auffassung würde kein prinzipieller Unterschied 
zwischen dem Verhalten der höheren Seife und der Laurinseife 
(s. S. 167) bestehen. 

Das Absinken der Kurve am alkalischen Ende könnte aber auch 
mit Botazzi auf Aggregatbildung bezogen werden und mit der auf- 
tretenden Trübung der bekannten Ausfällung der Seifen durch Laugen 
an die Seite gestellt werden. 


Können Seifen im Blut und den Geweben bestehen ? 


Für das strömende Blut wird allgemein eine Reaktion von py 7,35 
bis 7,4 angenommen; das Gewebe ist etwas saurer, De 7 (Michaels 
und Kramstyk); im arbeitenden Muskel kann nach Pechstein py 6,8 
bei der Entzündung nach Schade, Neukirch und Halpert lokal sogar 
5,9 erreicht werden. Nach unseren Feststellungen müßte also die 
Seife parenteral weitgehend zerlegt sein und es könnte nur ein geringer 
Rest ungespalten in Betracht kommen. Jedoch auch dieser muß im 
Tierkörper sofort weiter gespalten werden, denn es ist anzunehmen, 
daß er sofort von den Kolloiden und Zelloberflächen adsorbiert wird, 
was das Hydrolysengleichgewicht stören und zu Nachdissoziation des 
unzerlegten Restes führen muß (vgl. Wilh. Ostwald über den Einfluß 
der Oberfläche auf die Seifenhydrolyse). Freilich wird, da Gleich- 
gewichte vorliegen, ein gewisser Rest immer noch undissoziiert bleiben, 
aber er ist sicher verschwindend klein. 

Es ergibt sich also folgender zwingende Schluß: im Blute und 
den Organen können keine Seifen vorhanden sein, denn die Bedingungen 
der Reaktion und des kolloiden Mediums müssen sofort zu praktisch 
vollständiger Hydrolyse führen. | 
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Auf Grund der Beobachtung, daß CO? aus der Seife Fettsäure abspaltet, 
haben bereits Frank und Ritter geschlossen, daß es im Blute keine Seifen 
geben könne. Unsere Untersuchung bestätigt diesen Schluß auf Grund 
genauerer Berücksichtigung der physiko-chemischen Verhältnisse. 

Nun liegen aber zahlreiche Angaben über Darstellung, sowie quanti- 
tative Bestimmung von Seifen im Blute vor (Hoppe-Seyler, Friedemann und 
Rozenblat, Lemeland u. al Diese Angaben beweisen aber nicht, daß die 
Seifen als solche im Blute vorhanden sind, sie können vielmehr erst bei 
Verarbeitung des Blutes entstanden sein. Wenn bei den angegebenen Ver- 
fahren alkoholische Extrakte gemacht und diese eingedampft werden und 
sich dabei die Kohlensäure des Blutes verflüchtigt, werden die Extrakte 
alkalisch wegen des Carbonatgehaltes des Blutes und können vorhandene 
Fettsäuren nachträglich in Seifen verwandeln. Dies zeigt folgender Versuch: 
100 ccm Blutserum werden gegen 250 ccm destilliertes Wasser durch 24h 
dialysiert und das Dialysat auf 20 ccm eingeengt, dieses färbt jetzt Phenol- 
phthalein stark rot; dann werden 80ccm Alkohol und 0,2ccm Ölsäure zu- 
gesetzt und bei 40 Grad eingedampft; es entsteht ein typischer Seifenleim. 


Der Lösungszustand der Fettsäuren im Blut und Protoplasma. 


Da also Seifen nicht als parenterale Lösungsform der Fettsäuren 
in Betracht kommen, liegt es nahe, an kolloidale, durch Eiweiß stabili- 
sierte Lösung der Fettsäuren zu denken. Verfasser hatin einer früheren 
Mitteilung berichtet, daß Eiweiß-, speziell Serumseifengemische beim 
Ansäuern klar bleiben!), und die Erscheinung als Kolloidbildung in 
Gegenwart eines Schutzkolloids aufgefaßt. In dieser Mitteilung wurde 
nun der erwähnte Versuch sozusagen in seine Elemente zerlegt und damit 
seine Deutung bestätigt, indem gezeigt wurde, daß bei der hydro- 
lytischen Zerlegung von Seifen wasserklare Fettsäurehydrosole ent- 
stehen können und daß diese Sole durch Schutzkolloide typisch stabi- 
lisiert werden können. Man kann also mit Schade von einer intermedidren 
Kolloidstabilisierung der Fettsäure sprechen und diese der Löslich- 
haltung der Harnsäure (Bechhold und Ziegler, Schade und Boden) 
sowie anderer begrenzt wasserlöslicher Stoffe (Pauli und Samec) an 
die Seite stellen. 


1) Diese Angabe ist hier dahin zu ergänzen, daß die Erscheinung bei 
sämtlichen untersuchten Seifen einschließlich der Harzseife eintritt und 
daß auch konzentrierte Zuckerlösungen die Trübung von Seifenlösungen 
beim Ansäuern zu verhindern vermag. Hier ist neben Kolloidschutz auch 
an Beschränkung der Teilchenbewegung durch die hohe Viskosität zu 
denken. | 

Zum Zwecke eines Demonstrationsversuches kann die Anwendung 
dialysierten und wieder auf 0,1% NaCl ergánzten Serums empfohlen 
werden, weil sich dieses in allen Verhältnissen mit Seife mischen läßt ohne 
trüb zu werden, so daß sich alle Grade des Kolloidschutzes zeigen lassen. 
Die a. a. O. gemachte Bemerkung über die im nativen Serum nach Seifen- 
zusatz eintretende Trübung ist somit unrichtig und es ist vielmehr an 
Beteiligung der Globulinfraktion zu denken. 
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Freilich wird noch in Erwägung zu ziehen sein, ob die Fettsäur 
nicht sekundär mit dem Eiweiß in chemische Beziehungen treten kann 
in Analogie mit den Lipopeptiden von Bondi, Abderhalden, Izar u.a. 


Besprechung einiger biologischer Folgerungen. 


In der Lehre von der Fettresorption ergibt sich, worauf besonders 
Friedenthal aufmerksam gemacht hat, eine Schwierigkeit daraus, daß 
Seife nicht dialysiert oder diffundiert (Friedental, Botazzi, Moore 
und Parker, Liesegang u. a.) und daher schwer vorstellbar sei, wie 
die Seife ins Darmepithel einzudringen vermöge; zufolge ihrer Lipoid- 
löslichkeit könnten sie höchstens die lipoid gedachte Grenzschicht 
durchdringen. Unsere Versuche beweisen aber die Möglichkeit weiteren 
Eindringens ins Protoplasma, da dieses nach der hydrolytischen Spaltung 
der Seife selbst Lösungsmittel für die suspensoid auftretende Fett- 
säure wird. Derartige kolloidale Lösung der Fettsäuren ist ferner 
auch dann anzunehmen, wenn im Körper Depotfett zum Zwecke seiner 
Verwertung im Stoffwechsel fermentativ zerlegt wird. In unserem 
durch Eiweiß stabilisierten Fettsäurehydrosol ist offenbar jene von 
Munk und Friedental, Fürth u. a. angenommene BE 
Form der Fettsäure im Reagenzglas dargestellt worden. 

Ferner sind unsere Versuche noch für die Frage nach der Ent- 
giftung von Seifenlösungen durch Eiweißkörper wichtig. Unzerlegte 
Seifen sind wie die starke hämolytische Wirkung, die Reizwirkung 
auf die Conjunctiva, freiliegende Nervenendigungen usw. beweisen 
starke Zellgifte. Die hämolytische Wirkung wird nun bekanntlich 
durch Eiweißkörper stark abgeschwächt, und in analoger Weise sind 
die Seifen bei parenteraler Zufuhr wenig giftig (Munk, Friedental, 
Botazzi) bzw. es entsprechen die Vergiftungsbilder einer Kalkfällung 
bzw. einer Alkaliwirkung. Die vielfach bedachte Möglichkeit einer 
Entgiftung der Seifen durch Adsorption wäre gewiß zu berücksichtigen; 
allein unsere Versuche beweisen, daß es dazu gar nicht kommen kann, 
da die Seife früher hydrolysiert wird. Die Frage nach der Pharma- 
kologie der Seifen und ihrer Entgiftung durch Eiweiß geht damit 
über in die Frage nach der Pharmakologie der Fettsäurehydrosole 
bzw. der Fettsäureeiweißkomplexe; bei großen Seifenmengen erlangt 
dann noch die Reaktionsänderung durch das Alkali der Seifen Be- 
deutung (künstliche Komplemente!). 

Die Fähigkeit der Seifen, Tiere bei intravenöser Injektion durch 
Herzlähmung zu töten (Munk), wurde von Friedental auf die 
kalkfällende Wirkung bezogen. Verfasser hat in älteren Versuchen 
bei Kaninchen den nach Injektion von Seifenlösungen in die V. jugularis 
auftretenden Herzstillstand durch CaCl, wieder beheben und damit 
die Richtigkeit der Friedentalschen Anschauung bestätigen können. 
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Man könnte darin einen gewissen Widerspruch gegen das hier gewonnene 
Ergebnis, daß Seifen beim Zusammentreffen mit Blut zerlegt werden 
müssen, finden. Allein es läßt sich zeigen, daß die Fällung des Ca 
rascher erfolgt wie die Zerlegung der Seife: versetzt man nämlich 
Serum mit etwas CaCl, und fügt dann Seife hinzu, so fällt Kalkseife 
aus, dagegen bleibt die Mischung klar, wenn man erst die Seife und 
dann das Ca zusetzt. Weiter ist damit zu rechnen, daß die Seife vor 
genügender Durchmischung mit dem Blute und deshalb noch un- 
zerlegt ins Herz kommt und dort den Kalk fällt; damit hängt sicher 
zusammen, daß bei rascher Injektion viel kleinere Seifenmengen tödlich 
wirken wie bei langsamer (Munk). s 


Zusammenfassung. 


l. Wird einer Seifenlösung durch Zusatz eines Regulators physio- 
logische Reaktion erteilt, so wird die Seife weitgehend hydrolysiert; 
Oberflächenspannung und Schaumkraft werden stark herabgesetzt und 
das Gemisch durch ausfallende Fettsäure stark getrübt. 

2. Im Tierkörper muß diese Zerlegung wegen des Einflusses der 
Adsorption auf die Seifenhydrolyse noch weiter gehen. Im Blute 
und den Geweben kann es daher praktisch keine Seife geben und ein- 
geführte Seife muß sofort zerlegt werden. 

3. Bei der Hydrolyse der Seifen wird die Fettsäure in hochdisperser 
Form frei. Geht die Hydrolyse in Puffermischungen von etwa py 4,5 
vor sich, so nimmt die Fettsäure ein Maximum von Stabilität an 
und es entstehen unter Umständen wasserklare, relativ beständige 
Hydrosole mit den Eigenschaften negativer Suspensionskolloide. 
Harzseife verhält sich ähnlich. 

Durch H-Ionen werden diese Sole gefällt; deshalb darf bei der 
bekannten Säurefällung von Seifen das sichtbare Ausfallen der Fett- 
säure als Kolloidvorgang, nämlich Koagulation der bei der Spaltung 
der Seife zunächst hochdispers auftretenden Fettsäureteilchen durch 
überschüssige H-Ionen abgegrenzt werden. 

Die klaren Fettsäurehydrosole werden durch Gelatine und Eiweiß 
als Schutzkolloide vollständig vor Koagulation bewahrt; im Tierkörper 
entstehende Sole werden daher stabil sein und es darf der parenterale 
Lösungszustand der Fettsäuren als ‚Löslichhaltung‘ in hochkolloidalem 
Zustande durch das kolloidale Medium (Schade) betrachtet werden. 
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Über das Verhalten von Neutralrot in Seifenlösungen. 


Von 
Adolf Jarisch. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Graz.) 


(Eingegangen am 15. August 1922.) 


Anläßlich der in der vorigen Mitteilung geschilderten Versuche 
wurde die Beobachtung gemacht, daß Neutralrot in beliebigen Seifen- 
lösungen, trotzdem diese gegen Phenolphthalein alkalisch reagieren, 
rote Farbe annimmt; es sollte hier eigentlich gelb sein, da sein Um- 
schlagsgebiet (rot bis gelb) zwischen pg 6,5 und 8 liegt und Phenol- 
phthalein erst über py 8,3 rot wird. Es wurde möglich, die Erscheinung 
zu deuten, als sich bei näherer Untersuchung herausstellte, daß die 
Fähigkeit von Seifen, Neutralrot in alkalischer Lösung zu röten, mit 
dem Grade ihrer Hydrolyse parallel läuft. Im folgenden Versuche 
ist die Seifenhydrolyse in einer Reihe steigender O H-Ionenkonzentration 
(Chlorammonium-Ammoniakgemische mit Salzkonstanz) schrittweise 
zurückgedrängt, und zwar ist die Seife in zwei verschiedenen Kon- 
zentrationen angewandt. 
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Es zeigt sich also, daß mit abnehmender Hydrolyse die Fähigkeit 
der Seifenlösungen, Neutralrot zu röten, verschwindet, daß jedoch 
Erhöhung der Seifenkonzentration die rote Färbung wieder erscheinen 
läßt. Dieser auffallende Umstand beweist zunächst, daß das Gelb- 
werden der Lösung nichts unmittelbar mit der Reaktion zu tun haben 
kann, sondern weist vielmehr darauf hin, daß die absolute Menge des 
Hydrolyseproduktes, nämlich der Fettsäure, eine Rolle spielen muß. 
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Die Verfärbung nach Gelb tritt auch ein, wenn man die Hydrolyse 
statt durch OH-Ionen durch Na-Ionen zurückdrängt, indem man 
z. B. zum ersten und sechsten Röhrchen unseres Versuches tropfen- 
weise l0proz. NaCl-Lösung zusetzt. Dabei kann nicht direkte Salz- 
wirkung auf den Indikator vorliegen, denn der Salzfehler des Neutral- 
rotes geht von Gelb nach Rot (Michaelis), also umgekehrt wie die 
Farbänderung in unserem Versuche. Es scheint demnach sicher zu 
sein, daß die Rotfärbung durch die hydrolytisch freigemachte Fett- 
säure hervorgerufen wird. 

- Nun löst sich Neutralrot in Fettsäure mit roter Farbe. Wenn 
man zu einer stark verdünnten Lösung von sekundärem Natrium- 
phosphat (etwa pa 8,5) Neutralrot sowie eine höhere Fettsäure zusetzt, 
so färbt sich die in der gelben Lösung schwimmende Fettsäure rot. 
und zwar speichert sie den Farbstoff intensiv. 

Danach kann die Rötung von Neutralrot in Seifenlösungen folgen- 
dermaßen gedeutet werden. Wie in der vorhergehenden Mitteilung 
gezeigt wurde, tritt bei der Hydrolyse der Seife die Fettsäure hoch- 
dispers als negatives Suspensionskolloid auf. Demgegenüber ist Neutral- 
rot ein hochdisperses positives Kolloid ( Buzton und Taegue, Wo. Ostwald). 
Es kónnten also bevorzugte gegenseitige Lósung und Elektroaffinitát 
Fettsäure- und Neutralrotteilchen zusammenführen und einen rot ge- 
färbten Komplex bilden. 

Um für das Bestehen eines Fettsäurefarbkomplexes einen Anhalts- 
punkt zu bekommen, wurden Kataphoreseversuche gemacht, und es 
zeigte sich in der Tat, daß in Seifenlösungen das rot gebliebene Neutral- 
rot ebenso energisch zur Anode, wie in wässeriger Lösung zur Kathode 
wandert. Bei diesen Versuchen wurde das Neutralrot in O,lprom. 
Lösungen angewandt, und es trat hier in der seifenhaltigen Lösung 
ein Stich ins Gelbe auf; vielleicht begünstigt die hohe Farbstoffkonzen- 
tration das Auftreten etwas niedriger disperser Neutralrotteilchen. 


Nilblausulfat verhält sich prinzipiell wie Neutralrot. Es nimmt in 
wässeriger Lösung bei py 11 rotviolette Farbe an, wird hier nach Zusatz 
von einer Spur Seife wieder blau, um bei Erhöhung von py auf etwa 
12,2 wieder in rot zurückzuschlagen. NaCl bewirkt dagegen den Rück- 
schlag erst in Konzentrationen, die die Seife aussalzen. Nilblausulfat 
löst sich in Fettsäuren mit blauer Farbe. 

Phenolphthalein, Thymolphthalein, «-Naphtolphthalein und Alizarin- 
gelb — gleichfalls Indikatoren für das alkalische Gebiet — werden durch 
Seife nicht beeinflußt. Es zeigen also nur die basischen Farbstoffe 
Neutralrot und Nilblausulfat den Farbfehler. Wenn zur Erklärung der 
Erscheinung Lösung des Farbstoffes in der suspensoiden Fettsäure, die 
durch Hydrolyse in der Seifenlösung entsteht, und zwar beim Neutralrot 
mit roter, beim Nilblausulfat mit blauer Farbe, angenommen wird, so 
kann dies nunmehr dahin ergänzt werden, daß Bildung eines fettsauren 
Farbsalzes vorliegen dürfte (vgl. hierzu Nirenstein). 
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Zum Schluß sei noch bemerkt, daß auch Emulsionen von Handels- 
lecithin den Farbfehler bewirken. 

Die mitgeteilte Beobachtung stellt eine meines Wissens bisher 
noch nicht bekannte Form eines Farbfehlers bei einem Indikator dar 
und gestattet, falls die gegebene Deutung als richtig erkannt werden 
sollte, einen Einblick in die komplizierten Hydrolyseverhältnisse in 
Seifenlösungen. 


Zusammenfassung. 

Seifenlösungen und Lecithinemulsionen röten Neutralrot in schwach 
alkalischen Lösungen (pe 8 bis etwa mp 10). Dies wird auf Bildung 
eines hochdispersen rot gefärbten Fettsäure - Neutralrotkomplexes 
zurückgeführt. Nilblausulfat zeigt einen analogen Farbfehler. 
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Über eine neue Reaktion des Blutes. 


Von 
Giuseppe Beccadelli. 


(Aus dem Institut für Gerichtliche Medizin der königlichen Universität 
in Palermo.) 


(Eingegangen am 16. August 1922.) 


In der gerichtlichen Medizin benutzt man zur chemischen Fest- 
stellung von Blut gewöhnlich Reagenzien, welche die Blutflecken 
nach verschiedenen Vorgängen auflösen. Auch bei der Diagnose der 
Syphilis handelt es sich immer um chemische Reaktionen, die sich 
in der Versuchsflüssigkeit abspielen, oder um Kolloidreaktionen, die 
zwischen den Bestandteilen des Serums und den Lipoiden des Extraktes 
eintreten. Wir kennen eine Kategorie von Reaktionen ausschließlich 
an Kolloiden, wie die Probe von Lange; sie beruht nach Schade auf 
der Befähigung des Serums, einer instabilen kolloiden Goldsuspension 
Lösungsschutz zu bieten. 

Da ich mich mit dem Hemmungseinfluß des Blutes auf bestimmte 
Reaktionen beschäftigen wollte, habe ich für meine Versuche eine 
bekannte Reaktion zum Nachweis von Aldehyden benutzt. Sie besteht 
in der starken reduzierenden Fähigkeit, welche die Aldehyde gegenüber 
ammoniakalischem Silbernitrat besitzen, indem sie die Bildung eines 
charakteristischen metallischen Silberspiegels bewirken. Die sehr 
empfindliche Reaktion führt man in der Chemie mit einer ammo- 
niakalischen Silberlösung aus, die auch Natriumhydroxyd enthält. 
Schließt man letzteres aus und bringt die ammoniakalische Silber- 
lösung nebst einem Aldehyd in Berührung mit wässeriger Blutlösung 
vom Menschen bzw. von verschiedenartigen Tieren, die man von blut- 
befleckten Stoffen erhalten hat, oder direkt in Kontakt mit mensch- 
lichem Blutserum, so beobachtet man folgende charakteristische 
Reaktion. 

Das Blut der einzelnen Tierarten gibt verschiedene Färbungen. 
je nach seiner Herkunft. Während das menschliche Blut eine Bernstein- 
nuance gibt, zeigt dasjenige von Tieren verschiedene Abweichungen 
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des Gelbs, und die Farbe ist auch mehr oder weniger stark, je nach 
Alter der Flecken. 

Ich habe versucht, diese Reaktion in der Pathologie anzuwenden, 
und habe sie bei den Untersuchungen der Sera von Syphilitikern im 
Vergleich mit Normalseren benutzt. Das Ergebnis meiner Unter- 
suchungen war folgendes: 

Bei den syphilitischen Seren findet eine charakteristische, mehr 
oder weniger starke Entfárbung statt; diese tritt nicht bei normalen 
Seren ein, welche — wie schon gesagt — ein unzweideutiges Bernstein- 
gelb aufweisen. 

Die Ausführung der Reaktion gestaltet sich so: man gibt in ein 
Reagenzglas von kleinem Durchmesser die Versuchsseren oder die 
Blutlósungen, die man mittels Einweichung eines mit Blut befleckten 
Leinenstúckchens von qem Oberfläche in l ccm Aqua dest. er- 
halten hat. Dann fügt man die Reagenzien nacheinander hinzu!) 
und schüttelt ein- bis zweimal um. Nach 3 bis 4 Minuten hat die Flüssig- 
keit die Farbe angenommen, die der Herkunft des Blutes entspricht, 
oder es zeigt sich die Entfärbung; sie beweist, daß das Individuum, 
von dem das Blut stammt, mit Lues belastet ist. Die Reaktion soll 
rasch und einzeln für jedes Versuchsröhrchen ausgeführt werden. 
Das Serum erhält man mittels Sedimentation; es muß klar sein und 
darf nicht inaktiviert werden. 
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In dem Reagenzglase mit sicherem Luesserum nebst den Rea- 
genzien wird man eine charakteristische Entfärbung beobachten. 
Die Flüssigkeit des Reagenzglases Nr. 3, welches Normalserum und 
die Reagenzien enthält, nimmt eine charakteristische Bernsteinfarbe 
an. Das Reagenzglas Nr. 4 mit Aqua dest. und Reagenzien nimmt 
eine graue Farbe an unter partieller Bildung eines Silberspiegels. 

Welches ist das Wesen der Reaktion ? 

Vom ausschließlich chemischen Standpunkt aus kann man an- 
nehmen, daß gewöhnlich im Serum befindliche Substanzen die Reak- 
tion behindern, die zur Entfärbung des Silberspiegels führt, und daß 
die Zunahme dieser Substanzen bei der Syphilis die Ursache der charak- 
teristischen Entfärbung ist. Eine dieser Substanzen, welche eine solche 


1) Reihenfolge: Formaldehyd, Silbernitrat, NH,. 
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Hemmung erklären könnte, ist der Sauerstoff, der normalerweise im 
Blutserum des Menschen vorhanden ist (0,26%). Die Reaktion könnte 
somit zunächst durch Gegenwart des Sauerstoffs und dessen Ver- 
mehrung erklärt werden. Für die Lipoide ist die Fähigkeit, lockeren 
Sauerstoff zu binden, seit den Untersuchungen von Exner und Kühn 
bekannt. Doch handelt es sich offenbar hier um eine Reaktion kolloidaler 
Bestandteile. Die neueren Forschungen der physikalischen Chemie 
ergeben, daß das Blut und die Organflüssigkeit kolloidale Substanzen 
sind. 

Ich habe nicht die Möglichkeit, weitere Untersuchungen in dieser 
Richtung auszuführen, doch hoffe ich, daß kompetente Beurteiler 
sich äußern werden. | 


Über die Fermentbildung in keimenden Pflanzensamen. 


Von 


A. Bach und A. Oparin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats für Volksgesundheit 
und dem Botanischen Institut der Universität in Moskau.) 


(Eingegangen am 16. August 1922.) 


Über die Fermentbildung in keimenden Pflanzensamen ist viel 
gearbeitet worden, das vorhandene, ziemlich umfangreiche Tatsachen- 
material gestattet aber keinen näheren Einblick in die Entwicklungs- 
geschichte und die gemeinsame Betätigung der Zellfermente während 
des Keimungsprozesses!). In fast sämtlichen Arbeiten wurde lediglich 
die Bildung eines bestimmten Ferments, ohne Berücksichtigung der 
Tätigkeit anderer Zellfermente, ins Auge gefaßt. So verfolgten z. B. 
Kjeldahl?) und Brown und Morris?) die Bildung der Amylase in keimen- 
den Gersten, Weiss?) die Bildung der Protease usw. Da die Versuche 
mit verschiedenen Materialien und unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen ausgeführt wurden, ist die Systematisierung der vor- 
handenen Angaben über die Fermentbildung während der Keimung 
so gut wie aussichtslos. Nun ist aber für die Aufklärung der Rolle der 
Fermente im Haushalt des lebenden Organismus die Kenntnis ihrer 
gleichzeitigen Entstehung und gemeinsamen Betätigung nicht weniger 
wichtig als die des Verhaltens isolierter Fermente. Von diesem Ge- 
danken ausgehend, versuchten wir, die gleichzeitige Entwicklung der 
Katalase, Peroxydase, Oxygenase, Amylase und Protease in keimenden 
Samen zu ermitteln. Im nachstehenden soll über die erhaltenen Re- 
sultate kurz berichtet werden. 


Methodik. 
Zubereitung des Materials. 


Für die Versuche wurden sorgfältig ausgewählte, auf ihre Keimfähigkeit 
geprüfte Weizen- und Sonnenblumensamen angewandt. Je 2500 Samen 
wurden in Wasser aus der Leitung 24 Stunden eingeweicht und dann zwischen 
Leinwand auf feuchten, in flachen Schalen enthaltenen Sägespänen im 


1) Literatur bei Czapeck, Biochemie der Pflanzen. 
2) C. r. Labor. Carlsberg. 

3) C. r. ac. sc. 1900, S. 130. 

1) Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 79, 1900. 
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Dunkeln bei 25° im Thermostaten der Keimung überlassen, wobei für Er- 
haltung der erforderlichen Feuchtigkeit Sorge getragen wurde. Zu be- 
stimmten Zeiten wurden dem keimenden Material je 300 Keimlinge ent- 
nommen, zwischen Filtrierpapier gepreßt, mit einer Schere in kleine Stücke 
zerschnitten und im Thermostaten 5 Stunden bei 40° vorgetrocknet. Die 
Sonnenblumenkeimlinge wurden vor der Bearbeitung von ihren Schalen 
befreit. Nach Vortrocknen im Thermostaten wurde das Material im Vakuum- 
Exsikkator über Schwefelsäure 5 Stunden gehalten, dann fein zerrieben, 
durch ein 0,25 mm Sieb geschlagen und weiter im Exsikkator aufbewahrt. 
Die grob zerkleinerten Sonnenblumenkeimlinge wurden zunächst durch 
Waschen mit Benzin teilweise entfettet, dann fein zerrieben, nochmals mit 
Benzin gewaschen, gesiebt und im Exsikkator gehalten. Sämtliche zu ver- 
schiedenen Zeiten entnommenen Proben wurden bis zum Abschluß des 
Keimungsversuches im Exsikkator aufbewahrt und dann gleichzeitig unter- 
sucht. Außer der Bestimmung der oben genannten Fermente wurde noch 
der Gehalt der Proben an Gesamtstickstoff ermittelt, und zwar aus Gründen, 
die weiter unten besprochen werden sollen. 


Bestimmung der Katalase. 


Von jeder in obiger Weise verarbeiteten Probe wurde etwa lg mit 
50 ccm Wasser verrieben, das Gemisch wurde 4 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und durch einen trockenen Filter filtriert. 
Von den klaren Filtraten wurden je 20 ccm in Erlenmeyerkolben gegeben, 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt, mit 3 bis 5com 1 proz. Hydro- 
peroxydlösung (Merck) versetzt; die Gemische wurden 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt, dann mit 3ccm 10 proz. Schwefelsäure 
angesáuert und mit n/10 Permanganatlösung bis zur bleibenden Rosa- 
färbung titriert. Gleichzeitig wurden Kontrollversuche mit den ent- 
sprechenden inaktivierten Extrakten unter sonst gleichen Bedingungen 
angestellt. Die Inaktivierung der Extrakte geschah durch 5 Minuten langes 
Erhitzen im kochenden Wasserbad. Die Differenz zwischen dem Per- 
manganatverbrauch im Kontrollversuch und dem im Hauptversuch ergab 
die Menge des zersetzten Hydroperoxyds als Maß des Katalasegehaltes der 
untersuchten Probe. 


Bestimmung der Peroxydase. 


Die für die Bestimmung der Peroxydase erforderlichen Extrakte wurden 
in ähnlicher Weise, wie bei der Katalase dargestellt. Hauptversuch: 20 eem 
Extrakt, 20ccm Wasser, Boom 10 proz. Pyrogallollósung, 5ccm 1 proz. Hydro- 
peroxydlósung. Kontrollversuch: 20 ccm inaktiviertes Extrakt unter sonst 
gleichen Bedingungen. Die Reaktionsgemische wurden 24 Stunden bei 
25° aufbewahrt, und das entstandene Purpurgallin wurde weiter nach der 
Methode von A. Bach und B. Sbarsky!) titrimetrisch bestimmt. Die Ge- 
mische wurden durch mit Asbest beschickte Röhren (gewöhnliche Chlor- 
calciumróhren eignen sich dazu vortrefflich) filtriert, die Purpurogallin- 
niederschläge wurden mit kaltem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
nicht mehr Kaliumpermanganat reduzierte, in konzentrierter Schwefelsäure 
quantitativ gelöst, die Lösungen wurden mit dem siebenfachen Volumen 
Wasser verdünnt und mit n/10 KMnO, bis zur bleibenden Rosafärbung 
titriert. Es hat sich als zweckmäßig erwiesen, beim Abschluß der Titration 


1) Diese Zeitschr. 84, 473, 1911. 
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die Reaktionsflüssigkeit zu erhitzen, wodurch die Erreichung des Endpunktes 
beträchtlich beschleunigt wird. Die Differenz zwischen dem Permanganat- 
verbrauch im Kontrollversuch und dem im nen) ergibt das Maß 
der Peroxydasewirkung. 


Bestimmung der Oxygenase. 


Die meisten Pflanzenmaterialien enthalten neben Peroxydase auch 
Oxygenase, d. h. eine fermentartige Substanz, welche molekularen Sauer- 
stoff unter Peroxydbildung aufnimmt und mit ersterer ein oxydierendes 
System, eine „volle Oxydase‘‘, herstellt, welche in ihrer Wirkung dem 
System Peroxydase + Hydroperoxyd völlig gleicht. Da die Oxygenase bei 
weitem unbeständiger ist als die Peroxydase, so kommt es häufig vor, daß 
das untersuchte Material weniger Oxygenase enthält, als zu völliger Aus- 
nutzung der Peroxydase erforderlich ist. In diesem Falle bewirkt Zusatz 
von Hydroperoxyd eine Zunahme der oxydierenden Wirkung. In entgegen- 
gesetztem Falle übt Hydroperoxyd keinen oder sogar einen hemmenden 
Einfluß aus. Die Ursache letzterer Erscheinung ist noch nicht völlig auf- 
geklärt. Allem Anschein nach wird hier die Oxygenase durch den aktiven 
Sauerstoff des Hydroperoxyds in ein stabiles Oxyd verwandelt, welches 
nicht mehr die Fähigkeit besitzt, molekularen Sauerstoff unter Peroxyd- 
bildung aufzunehmen, wodurch zugleich eine direkte und indirekte Abnahme 
des aktiven Sauerstoffs (Peroxydsauerstoffs) im System hervorgebracht 
wird. 

Die Oxygenase wird in der Weise bestimmt, daß 20 ccm Extrakt, 
25ccm Wasser und 5 ccm 10 proz. Pyrogallollösung in einem Erlenmeyer- 
kolben gegeben werden, das Gemisch wird 24 Stunden im Thermostaten 
bei 25° unter zeitweiligem Umschütteln aufbewahrt. Als Kontrolle dient ein 
gleichzeitiger Versuch mit inaktiviertem Extrakt. Das entstandene Purpuro- 
gallin wird weiter, wie bei der Bestimmung der Peroxydase angegeben, mit 
n/10 KMnO, titriert. 


Bestimmung der Amylase. 


Von jeder Probe wurden etwa 2 g mit 50 ccm Wasser verrieben und im 
Thermostaten bei 35° unter Toluolzusatz 24 Stunden der Verzuckerung 
überlassen. Bei den Versuchen mit Sonnenblumenkeimlingen wurden in 
jedem Falle 0,2g Weizenstärke zugesetzt. Kontrollversuche wie üblich. 
Die Bestimmung des entstandenen Zuckers erfolgte nach der wohl be- 
kannten Methode von Bertrand durch Titrieren mit n/10 KMnO.. 


Bestimmung der Protease. 


Je 2 g Substanz wurden mit 50 ccm Wasser verrieben und bei 35% im 
Thermostaten unter Toluolzusatz 48 Stunden stehen gelassen. Die Reak- 
tionsgemische wurden dann nach Barnstein!) aufgekocht, mit 25 ccm 
Kupfersulfatlösung (60 g CuSO, im Liter) und 25 ccm Natronlauge (12,5'g 
NaOH im Liter) unter Umrähren versetzt. Nach Absetzen wurden die 
klaren Flüssigkeiten durch einen Filter abgegossen und die Niederschläge 
zunächst durch Dekantieren und dann auf dem Filter gewaschen, bis 
die Waschwässer keine Reaktion auf Kupfer gaben. Die getrockneten 
Niederschläge wurden zuletzt nach Kjeldahl verbrannt und der entstandene 
Ammoniak mit n/10 Schwefelsäure bestimmt. Bei den Kontrollversuchen 





1) Landw. Versuchsst. 54, 328, 1900. 
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wurden je 2 g Substanz mit 50 ccm Wasser direkt (ohne vorheriges Auf- 
bewahren im Thermostaten) zum Kochen erhitzt und dann weiter wie in 
den Hauptversuchen behandelt. Die Differenz zwischen dem Schwefelsäure- 
verbrauch in den Kontrollversuchen und in den Hauptversuchen ergibt 
(in Kubikzentimetern n/10 SO,H,) den Eiweißstickstoff, welcher unter der 
Einwirkung der Protease abgespalten worden ist. 


Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 


Der Gesamtstickstoff wurde in den Proben direkt nach Kjeldahl in 
üblicher Weise bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

Um die erhaltenen Analysenzahlen miteinander vergleichen zu 
können, pflegt man diese auf die Gewichtseinheit der Trockensubstanz, 
die als konstanter Faktor angesehen wird, zu beziehen. Fine einfache 
Überlegung belehrt, daß in vorliegendem Falle eine derartige Dar- 
stellung der Versuchsergebnisse unstatthaft ist. Der Keimungsprozeß 
ist infolge der Veratmung von Kohlenstoff und Wasserstoff mit einer 
starken Abnahme der Trockensubstanz verbunden. Das Verhältnis 
Ferment : Trockensubstanz kann daher auch bei unreránderter ab- 
soluter Fermentmenge anwachsen und eine Zunahme der Ferment- 
bildung vortäuschen. Abgesehen von der Schwierigkeit, das Keim- 
material zur Gewichtskonstanz ohne Substanzverlust zu bringen, 
führt hier die übliche Darstellungsweise der Versuchsergebnisse an und 
für sich zu irrigen Vorstellungen. Der einzige Faktor, welcher bei 
der Keimung praktisch konstant bleibt, ist der Gehalt des Materials 
an Gesamtstickstoff, da die geringen Mengen stickstoffhaltiger Sub- 
stanzen, welche in die Umgebung hinausdiffundieren, nicht in Betracht 
kommen. Wir beschlossen daher, die Analysenzahlen auf diesen Faktor 
zu beziehen und den jeweiligen Fermentgehalt der Proben auf 100 mg 
Gesamtstickstoff umzurechnen. Deshalb führten wir in sämtlichen 
Proben die Bestimmung des Gehaltes an Gesamtstickstoff aus. Da 
die Wirkungen der Katalase, der Peroxydase, der Oxygenase und der 
Amylase durch Titrieren mit n/10 KMnO, messend verfolgt werden, 
so ist hier ein direkter Vergleich der gleichzeitigen Tätigkeit dieser 
Fermente möglich. Indirekt läßt sich auch die Wirkung der Protease 
mit den Wirkungen der anderen Fermente vergleichen. 


Fermentbildung in keimendem Weizen. 


In der oben besprochenen Weise führten wir zwei Parallelversuche mit 
je 2500 Weizensamen aus. Die Samen gehörten zu der gleichen Rasse und 
stammten von demselben Felde, nur war das Material für die erste Ver- 
suchsreihe der Ernte von 1919, das für die zweite Versuchsreihe der Ernte 
von 1921 entnommen. In nachstehender Tabelle sind die erhaltenen 
Resultate zusammengestellt. Jede der angegebenen Zahlen ist der Durch- 
schnittswert von mindestens zwei Bestimmungen. 
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Fermentmengen in keimenden Weizensamen 
auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen. 


























If 
Zeit ' Katalas Peroxydase Oxygenase Amylase Protease 
o | 1919 | 1921 | 1919 | 1921 © 1919 | 1921 1919 | 1921 1919 | 1921 
gen  ——— —— -- === -= - -— -— 
| ccm n[10 K MnO; cem n/10 SO, H, 


188,0 2405 gg 90,0. 85,0 | 135,0. 45! 50 20 25 
1740 2255! 755| 645 885|1340" 45' 40 25 3.0 


0 
l 
2 199,5 283,5 9,5 | 1150 104,5 | 161,5! 65 90. 60 75 
3 :280,5 5655 179,5 266,5 1235 |1950 105| 155 105 175 
4 478,5 562,5 318,5 ¡458,0 143,5 211,0 205 | 525 22,0 30,0 
6 | 454,5 472,5, 586,0 | 793,5 182.5 | 227,5 83,5 | 99,0) 66,0 . 820 
8 380,0 278,0., 756,5 | 825,5 197,5 | 197,0 : 107,5 | 114,0; 92,5 
11 203,0 139,5 729,5 | 688,5 |, 159,0 | 158,5  98,5,1145, 900 | 910 
Aus dieser Tabelle geht hervor, daß die hier in Betracht gezogenen 
Fermente bereits in den ruhenden Samen existieren, und zwar sind 
darin die Atmungsfermente (Katalase, Peroxydase, Oxygenase) in 
viel größeren Mengen enthalten als die hydrolytischen Fermente (Amy- 
lase. Protease). Nach 2 Tagen findet in allen Fällen eine deutliche 
Zunahme der Fermentmengen statt. Die Fermentbildung nimmt 
weiter bis auf ein Maximum zu, um dann wieder herabzufallen. Die 
Katalase erreicht ihren Maximalwert am 3. bis 4. Tage, die übrigen 
Fermente am 6. bis 8. Tage. Auffallend sind hier die Verhältnisse 
der Anfangswerte zu den Maximalwerten. Die Ernte 1919 war bedeutend 
fermentärmer als die Ernte 1921. Vergleicht man nun diese Verhält- 
nisse für jedes Ferment in beiden Versuchsreihen, so ergibt sich folgendes: 











Anfangswerte : Maximalwerte. 


Katalase Peroxydase Oxygenase Amylase Protease 
1919 . . . 1:2,4 1: 9,3 1: 2,3 1: 46,2 1: 23,9 
1921 . . . 1:19 1: 9,1 Keck: 1: 42,8 1: 22,8 


Also Weizensamen, welche im Ruhezustand einen höheren Ferment- 
gehalt aufweisen, produzieren während der Keimung verhältnismäßig 
geringere Fermentmengen als Samen mit niederen Anfangswerten. 
Noch deutlicher tritt diese Erscheinung hervor, wenn man die Bildung 
der Atmungsfermente und die der hydrolytischen Fermente in einem 
und demselben Material in Betracht zieht. Z. B. bei den Samen von 
der Ernte 1919 beträgt der erreichte Maximalwert nur das 2,4fache 
des Anfangswertes für die Katalase und das 46,2fache für die Amylase. 
Im Ruhezustand entsprach der Katalasegehalt der Samen 188,0, 
der Amylasegehalt 4,5ccm n/lOKMnO,. Für die Erklärung dieser 
Erscheinung gibt es noch keine Anhaltspunkte. 

Sämtliche im obigen angeführte Zahlen bringen nicht die ab- 
soluten, sondern die relativen Fermentwirkungen zum Ausdruck, 
d. h. die Fermentwirkungen, welche unter den gegebenen Verhältnissen, 
hei gleichzeitiger Betätigung der in die Extrakte gelangenden Fermente, 
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zu beobachten sind. Findet eine Veränderung der Verhältnisse statt, 
so gestalten sich die Fermentwirkungen ganz anders. Als Beispiel 
soll folgender Versuch angeführt werden: 

Im Laufe der Untersuchungen wurde ein anscheinend abnormes 
Verhalten der Katalase beobachtet, welches vermuten ließ, daß im 
betreffenden Extrakt eine fermentative Steigerung der Azidität zu- 
stande kam. Es wurden daher zwei Portionen des gekeimten Materials 
in der oben angegebenen Weise auf Extrakte verarbeitet mit dem 
Unterschied, daß eine der Portionen mit 0,2 g Calciumcarbonat vor 
der Extraktion vermengt wurde. Beide Extrakte wurden unter Toluol- 
zusatz dargestellt. Gleichzeitig mit den Hauptversuchen wurden 
Kontrollversuche mit inaktivierten Extrakten angestellt. Die Be- 
stimmung der Katalase erfolgte in der bereits beschriebenen Weise. 


ón auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen in ccm n/10 KMnO, 


m el eher ein 
Ohne Coco... 224,0 | 224,0! 2850| 565,5) 563,5; 474,5] 279,0, 1390 
Mit CaCO, . . . . "240.0 | 210.0! 1275.0| 1870.0 2613,0 2462.0| 19850 

















Die Neutralisation der im Extrakt öiitsichenden Säure und 
vielleicht auch die Hemmung der Wirkung anderer Fermente brachte 
also eine enorme Zunahme der Katalasewirkung hervor. Dies ist ein 
schlagender Beweis dafür, daß bei der Ermittlung der Fermentwirkungen 
man es mit einer Fülle von Reaktionen zu tun hat, die teils in gleicher. 
teils in verschiedener Richtung verlaufen. Was man bei den Ferment- 
wirkungen zahlenmäßig bestimmt, ist lediglich die Resultierende 
mehrerer, größtenteils noch unerforschter Prozesse. 


Fermentbildung in keimenden Sonnenblumensamen. 

In ähnlicher Weise, wie bei den Weizensamen, wurde die Ferment- 
bildung bei keimenden Sonnenblumensamen verfolgt. Bei der Be- 
stimmung der Amylase wurde zu jeder Probe 0,2 g Weizenstärke ge- 
geben. Dabei wurden nachstehende Zahlen erhalten: 


Fermentmengen in keimenden Sonnenblumensamen 
auf 100 mg Gesamtstickstoff bezogen. 





























En | _ Katalase | Peroxydase | Oxygenase E Amylase | Protease 
Tagen | ccm ‚m oli K Mn O | cem n|10 SO,H> 

O ' 11310 | 41.0 eg 120 ` 0.0 
1 8110 30,5 89.0 120 | 5.0 
2 13420 ` 45,5 124,5 125 ' 9,5 
3 ` 35090 90,0 1355 | 17,0 19,0 
4 5316,5 120,5 i 1430 | 210 31,5 
6 | 55885 140,0 148,0 36,0 58,5 
8 3923,0 119,0 143,0 41,5 55,5 

11 2153,0 92,0 1400 | 40,0 ` 41,0 

16 815,5 67,0 135.5 | 39,5  ' 16,0 
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Im Vergleich mit keimenden Weizensamen weisen keimende 
Sonnenblumensamen beträchtlich höhere Katalasewerte und geringere 
Peroxydase-, Diastase- und Proteasewerte bei etwa gleichen Oxygenase- 
werten auf. 


Zusammenfassung. 


Die Fermentbildung während der Keimung von Weizen- und 
Sonnenblumensamen wurde messend verfolgt unter Anwendung von 
Methoden, die gestatten, die Wirkungen der Katalase, der Peroxydase, 
der Oxygenase und der Amylase in n/10 Kaliumpermanganatlósung, 
die Wirkung der Protease in n/10 Schwefelsäure auszudrücken. Die 
Analysenzahlen werden bezogen nicht auf die Einheit der Trocken- 
substanz, welche bei im Dunkeln keimenden Samen stets abnimmt, 
sondern auf die Einheit des Gesamtstickstoffs, welcher bei der Keimung 
praktisch konstant bleibt. Sowohl in Weizensamen wie in Sonnen- 
blumensamen ist im Ruhezustande wie während der Keimung der Ge- 
halt an Atmungsfermenten (Katalase, Peroxydase, Oxygenase) bei 
weitem höher als der an hydrolytischen Fermenten (Amylase, Protease). 

Der Fermentgehalt der Samen steigt während der Keimung bis 
auf ein Maximum, um dann weiter abzunehmen. Bei keimendem Weizen 
erreicht die Katalase ihren Maximalwert am 3. bis 4. Tage, die übrigen 
' Fermente am 6. bis 8. Tage. Bei keimenden Sonnenblumensamen 
werden fúr alle Fermente die Maximalwerte am 6. bis 7. Tage erreicht. 

Der Gehalt der keimenden Sonnenblumensamen an Katalase ist 
beträchtlich höher, der Gehalt an den übrigen Fermenten geringer 
als bei keimenden Weizensamen. 

Zusatz von Calciumcarbonat zu den Proben von keimenden Weizen- 
samen vor der Extraktion führt eine außerordentlich große Zunahme 
der Katalasewirkung herbei. Eine Änderung der im Extrakt obwaltenden 
Verhältnisse verschiebt also die Fermentwirkungen, die sich darin 
abspielen. Daraus ergibt sich, daß bei der Ermittlung einer Ferment- 
wirkung nicht diese als solche, sondern stets nur die Resultierende 
mehrerer, größtenteils noch nicht erforschter Reaktionen gemessen 
wird, welche teilssin gleicher, teils in verschiedener Richtung verlaufen. 


Einfluß des Sauerstoffs auf die Fermentbildung 
in keimenden Weizensamen. 


Von 


A. Oparin. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats für Volksgesundheit 
und dem Botanischen Institut der Universität Moskau.) 


(Eingegangen am 16. August 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der voranstehenden Abhandlung von A. Bach und A. Oparin 
mitgeteilten Versuche über die Fermentbildung in keimenden Samen 
wurden im Dunkeln, also mit äthiolierten Keimlingen, und bei Luft- 
zutritt ausgeführt. Um weitere Aufschlüsse über diesen Gegenstand 
zu gewinnen, schien es von Interesse, die Beeinflussung der Ferment- 
bildung durch Sauerstoffüberschuß und Sauerstoffmangel zu ermitteln. 

Auf Veranlassung von A. Bach, dem ich auch an dieser Stelle 
meinen herzlichen Dank sage, stellte ich Untersuchungen in zwei 
Richtungen an. In einer Versuchsreihe wurden Weizensamen der 
Keimung in reiner Sauerstoffatmosphäre unterworfen. Andererseits 
wurden Weizensamen während der Keimung abwechselnd in reinem 
Sauerstoff und reinem Wasserstoff überlassen. Als Kontrolle diente 
ein Keimungsversuch bei Luftzutritt. Die Ausführung der Versuche 
gestaltete sich folgenderweise: l 

Weizensamen (Ernte 1921, s. voranstehende Mitteilung) wurden 
24 Stunden in üblicher Weise eingeweicht und dann auf Tonteller aus- 
gebreitet, welche in größeren, Knoppsche Flüssigkeit enthaltenden Kri- 
stallisatoren tauchten. Um Assimilation von Stickstoff zu vermeiden, 
wurden in der Knoppschen Flüssigkeit Kalium- und Calciumnitrat durch 
die entsprechenden Sulfate und Chloride ersetzt. Die Kristallisatoren 
wurden in Vakuum-Exsikkatoren gestellt, welche mit Kalilauge — behufs 
Absorption der entstandenen Kohlensäure — beschickt und mit einem 
_Sauerstoff- bzw. Wasserstoffbehálter verbunden wurden. Es wurden Vor- 
kehrungen getroffen, welche gestatteten, den Sauerstoff in den Exsikkatoren 
bei Atmosphärendruck zu halten. 

In der ersten Versuchsreihe wurden also 2500 eingeweichte Weizen- 
samen in reiner Sauerstoffatmosphäre bei 25° in dem soeben beschriebenen 
Apparat der Keimung überlassen. In der zweiten Versuchsreihe wurden die 
Samen nach der Einweichung 24 Stunden in Sauerstoff gehalten, letzterer 
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wurde dann durch reinen Wasserstoff ersetzt (alkalische Pyrogallollösung 
‘zur völligen Eliminierung des Sauerstoffs) Die Keimung wurde weiter 
24 Stunden in dieser Atmosphäre, dann am nächsten vierten Tage wieder 
in Sauerstoffatmosphäre usw. bis am achten Tage abwechselnd in Sauerstoff 
und Wasserstoff fortgeführt. Jnter diesen Bedingungen wurden die Keim- 
linge am Leben erhalten und konnten später zu normalen Pflanzen gezüchtet 
werden. Die zur Kontrolle dienende dritte Versuchsreihe wurde unter 
gleichen Bedingungen, aber an der Luft, ausgeführt!). Die Zubereitung 
und die Analyse der Versuchsmate- 

rialen erfolgte in der von Bach und 2600 
Oparin in der voranstehenden Mit- 250 
teilung beschriebenen Weise. 2400 


Die erhaltenen Resultate sind 230 
in Tabelle I zusammengestellt. 2200 

In nebenstehenden Abbildungen 270 
sind die erhaltenen Resultate der 200 
Übersichtlichkeit wegen in Kurven- ` "209 
form für die Peroxydase, Oxygenase ` "20 
und Protease wiedergegeben. Die ”% 
Diastasekurve deckt sich fast voll- 
ständig mit der Proteasekurve und 
















Was die Katalasekurve anbelangt, so hat sie eine ziemlich un- 
regelmäßige Form angenommen, die vermuten ließ, daß sich hier 
verschiedene Einflüsse, insbesondere die Säurebildung, geltend machten. 
Ich stellte daher einen Versuch in Gegenwart von Calciumcarbonat 


1) Dabei wurde der entsprechende Exsikkator zunächst mit Luft 
beschickt und dann der verbrauchte Sauerstoff aus einem Sauerstoff- 
behälter ersetzt. 
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an (vgl. voranstehende Mitteilung), wobei die in Tabelle II wieder- 
gegebenen Resultate erhalten wurden (s. auch die Kurve). 

Aus obigen Zahlen ergibt sich folgendes: 

1. Die Steigerung des Partialdruckes des Sauerstoffs übt keinen 
bedeutenden Einfluß auf die Fermentbildung aus, mit Ausnahme 
der Oxygenase, deren Bildung in reiner Sauerstoffatmosphäre stark 
herabgesetzt wird. Diese Resultate stimmen mit den Beobachtungen 
von Pfeffer und seinen Schülern überein, wonach das Wachsen der 
Pflanzen durch die Steigerung des Partialdruckes des Sauerstoffs 
bis auf eine Atmosphäre nur in geringem Maße beeinflußt wird. 

2. In allen Stadien des Keimungsprozesses bewirkt der Ersatz 
des Sauerstoffs durch ein inertes Gas eine Hemmung oder sogar einen 
Zurückgang der Fermentbildung. Eine Ausnahme macht wiederum 
die Oxygenase, welche am 4. Tage, also nach der zweiten Behandlung 
der Keimlinge mit reinem Sauerstoff, eine sehr große Abnahme ihrer 
Wirkung (von 192 auf 24cem n/10 KMnO,) aufweist. Diese Er- 
scheinung läßt sich dadurch erklären, daß die labile Oxygenase im 
reinen Sauerstoff viel rascher zerstört wird als an der Luft. Daraus 
ergibt sich, daß freier Sauerstoff für die normale Fermentbildung un- 
entbehrlich ist. Ob nun der Sauerstoff an der Fermentbildung direkt 
beteiligt ist, d. h. ob Fermente irgendwelche Oxydationsprodukte 
sind, oder ob durch Sauerstoffmangel die Funktionen der lebenden 
Substanz und darunter auch die Fermentbildung herabgedrückt werden, 
muß vorläufig dahingestellt bleiben. 

Herrn Prof. Th. Kruschenninikoff, in dessen Laboratorium vor- 
liegende Arbeit ausgeführt worden ist, spreche ich meinen verbind- 
lichsten Dank aus. 
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Untersuchungen 
über den Kohlehydratstoffwechsel bei der Avitaminose. 


I. Mitteilung. 
Über den Blutzucker. 


Von 
J. A. Collazo, Montevideo. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitát Berlin.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie Bickel und Tsuji auf Grund von Stoffwechselversuchen 
am vitaminfrei ernährten Hunde gezeigt haben, beruht der Körper- 
gewichtsverlust bei der Avitaminose zunächst auf einer Einschmelzung 
des Fett- und Kohlehydratbestandes des Körpers, und ein genügender 
Ersatz des eingeschmolzenen Materials aus der Nahrung kommt nicht 
mehr zustande. Erst später tritt ein Protoplasmaverlust hinzu. 

Systematische Untersuchungen über den intermediären Kohle- 
hydratstoffwechsel bei dieser Krankheitsgruppe liegen, abgesehen von 
den Angaben Funks wie Ogatas und seiner Mitarbeiter über eine 
Hyperglykämie bei avitaminösen Vögeln, nicht vor. Aus diesem 
Grunde habe ich mir die Aufgabe gestellt, die Veränderungen am 
intermediären Kohlehydratstoffwechsel etwas genauer zu studieren. 

Die Untersuchung des Gaswechsels hat bei der Avitaminose keine 
hinlängliche Erklärung des beobachteten Phänomens der Körpergewichts- 
abnahme gebracht, soweit für diese Fett- und Kohlehydratschwund in 
Frage kommt. Denn die Nüchternwerte für den O,-Verbrauch sind bei 
dem avitaminösen Tiere nach den Beobachtungen von Abderhalden an 
Tauben und Tsuji und Loewy am Hunde herabgesetzt; sie entsprechen 
einfach dem verminderten Körpergewichte. Tsuji hat daraus schon ge- 
schlossen, daß die doch zweifellos vorhandene gesteigerte Kohlehydrat- 
und Fettzerstörung entweder nur während der Verdauungsperiode oder 
aber mit vermindertem physiologischen O,-Verbrauch vor sich gehen müsse. 

Um nun zunächst einmal eine Grundlage für die ganze weitere 
Beurteilung dieser Frage zu bekommen, war es vor allem nötig, Klarheit 
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über das Verhalten des Blutzuckers bei der Avitaminose zu schaffen. 
Das Blut bietet uns die günstigste Gelegenheit, den Zuckerstoffwechsel 
zu studieren. 

Über diese Versuche will ich im folgenden berichten. 

Als Versuchstiere dienten mir Tauben und Hühner, ferner Meer- 
schweinchen und Hunde. Es war immerhin möglich, daß bei der Avita- 
minose der Zuckerstoffwechsel bei den mehr von Kohlehydraten sich 
nährenden und bei meinen Versuchen ausschließlich mit Reis ge- 
fütterten Vögeln stärkere Störungen würde erkennen lassen, als bei 
einem ausgesprochenen Fleischfresser, wie es der Hund ist. 

Von den Meerschweinchen, die mit eiweißreichem Hafer gefüttert 
wurden, war anzunehmen, daß sie die Mitte hielten. Die Tauben und 
Hühner wurden, wie schon gesagt, abgesehen vom Wasser, nur mit poliertem 
Reis, der auf 120° erhitzt worden war, gefüttert. Die Meerschweinchen 
erhielten trockenen Hafer und Wasser. 

Die Hunde waren mit 3 Tage lang ausgekochtem Pferdefleisch, 
Schweineschmalz und geschliffenem Reis und Salzgemisch ernährt worden. 

Ich habe ferner den Blutzuckergehalt der avitaminösen Tiere 
verglichen mit dem Blutzuckergehalt von mit normaler Nahrung unter- 
ernährten Kontrolltieren. | 

Das Ergebnis meiner Versuche ist folgendes: Bei den Tauben 
tritt fast sofort mit Einsatz der vitaminfreien Ernährung eine pro- 
gressive Senkung des Blutzuckergehaltes auf. Nach etwa 10 bis 14 Tagen 
ist gewöhnlich der tiefste Punkt der Kurve erreicht und es beginnt 
nunmehr der Blutzuckergehalt progressiv anzusteigen. Wenn die 
Tiere lange genug leben, tritt schließlich ein im Vergleich zur Norm 
stark erhöhter Blutzuckergehalt auf. Wir haben es also zunächst mit 
der Ausbildung einer Hypoglykämie zu tun, die sich allmählich in eine 
Hyperglykämie umwandelt. Nicht alle Tiere erleben diese ganze Kurve. 
Der Tod kann an allen Punkten der Kurve eintreten. Immer aber 
geht unmittelbar dem Eintritt des Todes vorauf eine Senkung des 
Blutzuckergehaltes im Vergleich zu dem letztnotierten Wert, einerlei, 
in welchem Stadium sich die Tiere befinden. 


Wie Bock und Hoffmann gefunden haben, vermindert sich der Blut- 
zuckergehalt vor dem Tode regelmäßig. 


Ablösung der avitaminösen Ernährung im hyperglykämischen 
Stadium durch vitaminreiche Ernährung oder durch Hunger bringt 
den Blutzuckerwert sofort zur Norm zurück (Kurve II). 

Bei den Hühnern habe ich dasselbe Verhalten des Blutzuckers 
gesehen, nur übertraf im hyperglykämischen Stadium der Blutzucker- 
gehalt nicht so beträchtlich den Normalwert, wie es bei den Tauben 
der Fall war. Tauben haben den empfindlichsten Blutzuckerstoff- 
wechsel (vgl. Kurve I). Wirfinden bei der Hyperglykámie der Tauben 
in dem aufsteigenden Stadium einen Blutzuckerwert von 0,3 bis 0,58 %- 
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Das bedeutet eine Steigerung von 0,1 bis 0,38%, im Vergleich mit 
dem normalen Mittel. Nach mehreren hundert Versuchen haben wir 
als normalen Wert bei Tauben 0,21 % Blutzuckergehalt innerhalb der 
Normalgrenze von 0,19 bis 0,24%, gefunden. Im Zustande der Hypo- 
glykämie haben wir einen Wert von 0,12 bis 0,06% gefunden. Dies 
bedeutet im Vergleich zum Normalwert eine Herabsetzung von 0,l 
bis 0,15%. 
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Kurve L 
Kurve I zeigt das typiscbe Blutzucker» und Körpergewichtsbild einer vom ersten 
bis zum letzten Versuchstage vitaminfrei ernährten Taube im Vergleich mit einer 
solchen bei normaler Ernährung. Meerschweinchen zeigen ungefähr dasselbe Bild, 
jedoch in niedrigeren Werten. 
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Wir haben den Verlauf unserer Versuche in drei Stadien eingeteilt. 
1. Das absteigende, 2. das stehende, bei dem die Tiere fast einen normalen 
Blutzuckerwert behalten, 3. das aufsteigende, in welchem die Tiere 
sterben. 


Wir wollen bemerken, daß, wenn die Tiere im ersten Stadium starben, 
dies ohne jegliche spezifisch-avitaminöse nervöse Störung geschah, jedoch 
mit deutlich wahrnehmbarer Conjunctivitis und gleichzeitigem starken 
Tränenfluß und EES Augenlidern und häufigem Ausjlub 
aus der Nase. 

Bei der makroskopischen Sektion fanden wir den Kropf und den 
Darmkanal mit Nahrung angefüllt. Sehr häufig war bet den Meerschwein- 
chen die Gallenblase enorm hydropisch und enthielt eine grüngelbe schleimige 
Flüssigkeit. Ferner fanden wir bei allen Tieren die bekannte Vergrößerung 
der Nebenniere, sowie dunkelrote Flecke im Munde und Rachen, wie dies 
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schon von Abderhalden beobachtet wurde. Die bis zum Todestage ein- 
tretende Verminderung des Körpergewichts bis zu ungefähr 50% trat bei 


der akuten Form früher als bei der progressiven ein. 
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Kurve Il. 


Die Kurve der Tabelle XIV stellt den Blutzuckergehalt einer Taube dar, 
die vom 26. Tage ab im Hungerzustande, jedoch mit Wasser bis zum 
29. Tage erhalten wurde. Der Zuckergehalt fiel von 0,450 auf 0,320. In 
diesem Zeitpunkt wurde die Taube wieder vitaminfrei ernährt; es trat 
eine überraschende Steigerung von 0,320 auf 0,5600, am Todestage ein. 
Die Kurve von Tabelle X stellt den Blutzuckergehalt einer vitaminfrei ere 
nährten Taube dar, welche jo aufsteigenden Stadium (21. Tag) normale 
Nahrung erhielt. Der Blutzuckerwert fiel von 0,300 auf 0,230 0, innerhalb 
5 Tagen. In diesem Zeitpunkt (26. Tag) trat wieder vitaminfreie Ers 
nährung ein. Die Kurve fiel weiter bis auf 0,200 0/7 in 3 Tagen und sprang 
dann auf 0,350 vor dem Tode. 
Die Kurve der Taube Nr. 3 zeigt den Blutzuckergehalt eines bei normaler 
Nahrung unterernährten Tieres (partieller Hungerzustand, vitaminhaltig). 
Auf die Ähnlichkeit der Kurve mit der des vitaminfrei ernährten Tieres 
babe ich bereits im Text bingewiesen. 


Bei den Meerschweinchen war, wenn die Tiere frühzeitig im hypo- 
glykámischen Stadium starben, die Hypoglykämie enorm. Bei den 
langlebigen Tieren aber war das hypoglykämische Stadium weniger 
ausgeprägt; eine Hyperglykämie schloß sich auch hier an die an- 


fängliche Sendung des Blutzuckerwertes an. 
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Beim Hunde verfüge ich bisher über keine fortlaufenden Kurven. 
Ich habe nur gelegentliche Blutzuckerbestimmungen bei verschiedenen, 
vitaminfrei ernährten Hunden des Laboratoriums gemacht. Ich habe 
leichte Hypoglykämien wie auch Hyperglykämien, wohl bedingt durch 
das jeweilige Stadium der Krankheit, bei den Tieren gesehen. 

Ich bin damit beschäftigt, auch am Hunde diese ganze ec? 
systematisch zu bearbeiten. 

Bei der Hyperglykämie der Meerschweinchen stellten wir einen 
Zuckerwert von 0,22%, fest. Dies bedeutet eine Steigerung von 0,120, 
im Vergleich zum Normalmittel von 0,1% innerhalb 0,12 bis 0.099, 
als Normalgrenze. Die Senkung ging im ersten Stadium bis zu 0,05%. 

Bei den mit normaler Nahrung unterernährten Tauben fand ich 
dieselben Verhältnisse, wie bei den vitaminfrei ernährten Tauben!). 

Aus alledem ergibt sich, daß der Blutzucker sich bei der Avita- 
minose genau so verhält wie im partiellen Hungerzustande (Unter. 
ernährung). Diese Tatsache beweist am Beispiel des intermediären 
Zuckerstoffwechsels, daß die Auffassung der Avitaminose als einer 
Art Hungerzustand (vgl. Bickel, Moriquand, l. c.) zu Recht besteht. 
Zunächst sinkt der Blutzuckergehalt offenbar deshalb, weil der 
zirkulierende Zucker bei diesem hungerartigen Zustande im Stoff- 
wechsel in gesteigertem Maße verbraucht wird. Dann muß als Reaktion 


eine Mobilisierung der Kohlehydratdepots stattfinden. Die logische 


Folge ist das Postulat der Glykogenverarmung des avitaminösen Körpers, 
worüber ich mir Versuche vorbehalte. 

Aber schließlich muß auch der Glykogenvorrat erschöpft sein. 
Mit der Nahrung wird indessen nach wie vor dem Körper und dem 
Blute Kohlehydrat in reichlicher Menge zugeführt. Der Körper aber 
leidet immer mehr unter der avitaminösen Störung und wird immer 
hilfloser. 

Dieser Zuckerstrom, der sich bei der Verdauung vom Darmkanal 
in das Blut ergießt, muß notwendig den Zuckergehalt des Blutes in 
dem Maße in die Höhe treiben, in dem der zirkulierende Zucker bei 
der progressiven Krankheit nicht durch Glykolyse zerstört, von den Zellen 
verbraucht oder nicht von der Leber und Muskulatur zum Glykogenaufbau 
verwendet wird. 

Wenn nun schon die theoretische Auffassung der avitaminösen 
Stoffwechselstörung besagt, daß die Zelle in ihrer Assimilationsfahigkes 
gestört ist, dann wird auch die Glykogenbildung notleiden, wird aller 
Nahrungszucker als Zucker oder in Form von Spaltprodukten eben 
einfach im Blute bleiben. 


1) Bekanntlich haben Cl. Bernard, Bang, Pavy, Lépine, Zondek u.a. 
im totalen Hungerzustande nur normale oder gesteigerte Blutzuckerwerte 
gefunden. 
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Nun kommt dazu, daß die Oxydation im nüchternen Zustande herab- 
gesetzt ist, es kommt dazu, daß eben wegen der Zellstoffwechselstörung 
möglicherweise der ganze Stoffumsatz in der Zelle verzögert abläuft, wenn 
es sich um eine Assimilationsstórung und nicht um eine Dissimilations- 
sleigerung handelt. So wird der Zuckerüberschuß aus dem Blute nur 
langsam entfernt werden können, und es weist zugleich diese Hyper- 
glvkämie bei der Avitaminose darauf hin, daß es sich bei der letzteren 
eben wirklich um eine Assimilationshemmung und nicht um eine ge- 
steigerte Dissimilation handeln kann. 

Das aber bedeutet einen nicht zu unterschätzenden Fortschritt in 
unserer Kenntnis über diese ganze Stoffwechselkrankheit. Daß keine 
Glykosurie entsteht troiz der Hyperglykämie, beruht vielleicht auf den- 
selben Ursachen, die beim Hungerversuch wirksam sind, wo ebenfalls die 
Glykosurie vermißt wird, vielleicht aber auch auf Vorgängen, auf die 
ich in einer späteren Arbeit eingehen werde. 

Ob sich aus den Veränderungen des Stoffwechsels Anhaltspunkte 
für die Bildung toxischer Produkte, die also eine Sekundärerscheinung 
bei der Avitaminose sein würden, ergeben, wird die weitere Forschung 
lehren. 

Im Grunde ist die Avitaminose jedenfalls ein Zellularhunger infolge 
einer Verminderung der Assimilalionsfähigkeit der Zellen. 

Welches ist nun das Ergebnis unserer Versuche zur Theorie der Funk- 
tion der Vitamine in ihren Beziehungen zum Allgemeinstoffwechsel ? 

Die Vitamine sind vielleicht spezifische Reizmittel der trophischen 
Regulierung der Zellularassimilation. 


Methodik. 


Unsere Untersuchungen haben wir nach der Bangschen Mikromethode 
ausgeführt. Um Untersuchungen in größerer Menge gleichzeitig vornehmen 
zu können, haben wir einen Dampfkolben konstruieren lassen, der es ge- 
stattet, mit mehreren Erlenmeyerkolben zu kochen. 

Die gesamte Apparatur bestand aus Jenaer Glas, weil die Verwendung 
von Kork und Gummi bedeutende Ungenauigkeiten zur Folge gehabt hätte. 

. Alle Flüssigkeiten wurden täglich kontrolliert und die verwendeten 
Gläser aufs sorgfältigste auf ihre Sauberkeit geprüft. 

So haben wir mit einer solchen Genauigkeit arbeiten können, daß 
wir bei einer doppelten Blutentnahme nur einen Unterschied von unter 
0,01, d. h. 0,003 bis 0,007 bei den meisten Versuchen feststellen konnten. 

Zur Blutentnahme wurde das Original- Bangsche Papier aus Stockholm 
verwendet, mit dem ein Quantum von etwa 100 mg aufgesogen wurde 
und zu dessen Gewichtsfeststellung das letzte Modell der Hermannschen 
Torsionswage benutzt wurde. 

Den Vögeln wurden täglich einige Tropfen Blut durch einen Stich 
in die Axilarvene entnommen; Störungen traten bei dieser schnellen 
und leichten Operation niemals ein. 
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Säugetieren wurde das Blut durch einen Stich in die Ohrenvene ent- 
nommen, nur am letzten Tage machte ich die Herzpunktion. Die Tiere 
waren ohne peripherisches Blut. 

An dieser Stelle sei erwähnt, daß mich meine geschätzten Kollegen 
Dr. Rubino und Dr. Varela aus Montevideo S. A. in die Bangsche Methode, 
die ihnen im Verlauf ihrer ausgezeichneten Versuche in der Umberschen 
Klinik (M. K. 1922, Nr. 26) bekannt wurde, eingeweiht haben, wofür ich 
ihnen meinen herzlichsten Dank ausspreche. 

Um die Methodik vergleichen zu anne habe ich die wichtige Rosen- 
bergsche Arbeit benutzt. 
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Tabelle III. 
Progressive Entwicklung der Krankheit. 
| E e N , kg 5 | E | ç 
S = | 3 23 SS Zë ' 
0 $ 4 (5 4! 
a E o, 38 33 | 38 25 | 381 ił 
5 2 j E Be: MEE > Es E 
1 lae] D fa e 
er ` E im IR oo lf SE a Ge e A 
Erste Periode. 
— | 300 0,220 Es | 
— | 300 0,210 = Normal 
= 300 0.228 0,222 | 0,222 = 0% Emma 
u | 300 0,230 = o | 
Zweite Periode. 
L | 300 10,231 | + 0,009. | | 
2. 300 0,228 | + 0,006 
3, 290 | 0.209 | — 0.008 
4. 290 0,210 | — 0,012 = 
5. 280 0,180 | — 0,042 E 
6. 280 0,178 | — 0,044; 0,199  .2 
7. 270 0,183 | — 0,039 2 
8. 260 0,184 | — 0,038 2 
9. 260 0,195 -| — 0,027 
10. 250 0,190 | — 0,022, 
11. 250 0,210 | — 0,011 | E 
[= | 
S ` 
12. 240 0,222 | + 0,000 | 
13. 220 | 0227 | ooo! m — | £ | É 
| | a j 9 
14. 220 0,260 | + 0,038 | g 2 
15. 210 0,275 | + 0,043 CE. 
16. 200 0,267 | + 0,045 Së E 
17. 200 0,256 | + 0,034 | 2 j E 
18. | 180 0,259 | + 0,037 | $ | 
19. 160 -| 0,248 | + 0,026 D E 
20. 160 | 0,246 | + 0,024 ; | g | 
21. | 160 0,251 |+0,029| aan | E 
22. ' 150 0,271 | + 0,049 , E 
23. | 150 0,292 | + 0,070 ' o E 
24. | 140 0,281 | + 0,059 o a 
25. 140 0,300 | + 0,078 
26. | 130 0,307 | + 0,085 | 
27. 130 0,809 | -+ 0,089 | 
28. | 130 0,270 | + 0,068 | 
+28. | 180 ' 0,257 | + 0,035 
Nr. 5. Taube weiß. 


Kohlehydratstoffwechsel bei der Avitaminose. 203 











Nr. 6. Taube weiß-schwarz. 











Tabelle IV. 
Unterernährt. 

2 H H H | H 2, e 
CO? 35 | EE 88 5E 88 4 
2 :© | 5% 32 39 An Gs 5 
sı % e a SG | = E 3 

5 j: 
CENE O | ER 
Erste Periode. 
= 300 e | ae u 7 | Normale 
— 300 0,210 0,216 | 0, — og ` 
— | 300 0,218 | = SE 
Zweite Periode. 
l. | 300 | 0,210 | — 0,006 
2. | 300 | 0,207 | — 0,009 
3. 290 | 0,209 | — 0,007 
4. | 280 | 0,200 | — 0,016 | 
d 270 0,190 | — 0,026 | i 
6. | 270 | 0,197 | — 0,019 | | 
7. 260 0,193 | — 0,023 E l 
8. | 250 0,184 | — 0,032 D 2 
9. | 230 0,200 | — 0,016 | 0,168 E d 
10. 230 | 0,190 | — 0,026 = i È 
11. 220 | 0,170 | — 0,046 E A | - 
12. | 200 0,l4l | — 0,055 3 S 
13. 200 0,091 | — 0,125 E S 
14. 190 0,088 | — 0,133 X Š 
15. | 190 i 0,099 | — 0,117 1 8 
16. | 180 0,130 | — 0,076 PI E 
17. 180 0,170 | — 0,046 Se 2 
| 
18. 180 | 0,200 | — 0,016 | 2 | 2 
19. 170 0,250 | + 0,034 | 5 
20. 170 4,270 | + 0,054 e | 
21. 170 ; 0,279 | + 0,069 | 5 ` 
22. | 160 ' 0,275  +0,059 ; 0.979 KE 
23. | 160 0,280 |+0,064 | “> | 8 | 
4. | 150 ; 0,320 | + 0,106 E | 
25. | 150 0,815 | + 0,100 < | 
26. ' 150 0,300 | + 0,084 
t27. | 150 0,299 | + 0,073 


| Versucbstag 


| 
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IiI] 


SODA 
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Tabelle V. 
Progressive Entwicklung der Krankheit. 











Bemerkungen 





e Körpergewicht 





| em 3 
NE 5 Sp TE E 
KÉ Y N 43 E >E 
aju ur 
| a” Ce 38 Zi SS 
| pe) [an] E E. ei K 
| a | 
PEN N ho 
Erste Periode 
388 230 | = — | 
380 210 ; E Ge 
227 ; 02221 wë" 
233 | MENE pa 


Zweite Periode. 











380 0,223 > + 0,001 
0,225 | + 0,003 | | i 
0,230 | + 0,005 | | 
0,200 | — 0,022 i 
0,196 | — 0,026 |. E | 
0,160 | — 0,062 S i 
0,151 | — 0,071 | 0,156 d | 
0,100 | — 0,122 2 | 
0,092 | — 0,130 2 io 
0,130 | — 0,092 z 
0,123 | — 0,099 | E 
0,121 | — 0,101 | | E 
0,177 | — 0,055 | | E 
0,200 | — 0,022 5 5 
0,205 | — 0,017 E 
0,207 = 0,015 0,216 stehend E 
0,251 | + 0,029 | ah: 
0,263 | + 0,041 o $ 
0,269 | + 0,047 | S > 
0,330 | + 0,108 | a£ 
0,338 + 0,116 | x 
0.335 | + 0.113 S | 
0,346 | + 0,124 | 
0,362 | + 0,140 m | 
0,360 + 0,138 = | 
0,361 | + 0,139 | 0350 E 
0,373 | +0,151 | "ai? 2 
0,377 | + 0,155 E Adetl Aieen 
0,360 | + 0,138 E i 
0,350 | + 0,128 | 

210 ' 0,345 | + 0,123 | 

210 0,356 | + 0,134 | 

200 0,360 | + 0,138 | | 

200 0,863 | + 0,139 | | 

200 0,359 | + 0,135 | | | 


Nr. 7 Taube rotbraun. 
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Tabelle X (Kurve 2). 
Vitaminfrei — Normalernährung — wieder vitaminfrei. 
| z | | 
| Si e E E Ge go! TS d 
gol EIS, EC SE g% | Së 
SIE, g HIR g N E 
: E IPP H a, 
5 a Se CR 5 E g 
> l | Kl | Lé K [ea] 
SE Be E. “ho 3 er “o en loo E 
Erste Periode. 
8 | 300 0,207 Ä | — An 
— 300 : 0,203 0,208 : 0,203 = 0% ol 
— | 300 | 0,200 gis es KE 
Zweite Periode. 
1. | 300 ; 0,201 | — 0,002 | 
2 | 290 | 0,199 | — 0,004 | | 
d 290 0,189 ¡ — 0,014 | j! 
4. 280 0,201 | — 0,002 ' 
5. 280 0,179 | — 0,084 E I 265 
d 280 0,170 | — 0,033 D | 
7. | 270 0,164 | — 0,042 | 0,158 3 | E 
8. | 270 Ä 0,161 | — 0,042 7 | 
9. 260 , 0.140 | — 0.063 Z o 
10. ¡ 260 0,137 | — 0,066 | © K 
11. | 250 | 0,121 | — 0,082 | e 
12. 240 0,101 | — 0,102 | | E 
13. | 240 0,090 | — 0,113 A ! 3 
dE 
14. ` 230 0,130 | — 0,073 | d | 3 
15. | 230 0,141 | — 0,062 D | = 
16. . 220 ' 0,193 | — 0,010 m | 
17. `. 220 0,200 | — 0,003 E 
18. 210 0,247 i + 0,044 € Ä 
19. 200 0,260 | + 0,057 E, 
20. | 200 0,300 | + 0,097 | $ ` 
21. | 190 ` 0,809 | -+0,106| e V 
2. | 220 | 0,307 | + 0,104, 3 | 2 
23. | 250 ` 0,300 |-+0,097 0098 E | E 
24. | 260 | 0,263 | +0,060 © S E 
25. 270 | 0,241 | + 0,038. $ Z E 
26. 280 0,229- | + 0,026 | << Gel 
27. 270 | 0,231 | + 0,028. | 
28. | 240 0,210 | — 0,003 | Wieder 
29. | 230 0,198 | — 0,010. | vitamin- 
30. 190 0,305 | + 0,102 frel 
31. 170 0,333 + 0,130 | 
Nr. 12. Taube schwarz-weiß-grau. 
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Tabelle XI. 


Vitaminfrei ernährt — Hunger — wieder vitaminfrei. 


EE EE re 


| 




















E IT E a 
IT II: 
5 a SS SÉ Et 35 SE K 
2 5 a% Ee ER GC dÉ S 
£ 2 S S SS 5 E E 
> v IS 

e ee M e Ojo o "` | 
Erste Periode. 
— 1.560 0,221 RA | 
— 560 0,218 0,223 | 0,223 | — : 0% Ié, 
— ' 560 , 0,230 | | 
Zweite Periode. 
L 560 | 0,222 ` — 0,001 | 
2. | 550 | 0,213 | — 0,010 | 
3. 540 0,221 | — 0,002 | i 
4. 530 0,236 | + 0,013 E l 
5. 520 | 0,231 | + 0,008 | 
6. 490 | 0,194 | — 0,029 | ven & | | 
7. 480 | 0,186 | 0,037 | >” $ o| 
8. 470 | 0,201 ¡ — 0,022 E | 
9. | 460 | 0,207 | - 0.016 < | | 
10. 450 ' 0,191 | — 0,032 | 
11 440 ' 0,162 | — 0,061 | | E 
12 430 | 0,149 Be | 5 | P 
| 
13. 420 | 0,231 | + 0,008 é 
14. 410 0,278 | + 0,055. | KS Je 
15. 400 0,269 | + 0,046 | e D 
16. 390 | 0,293 + 0,070 ii 
17. 380 0,289 | + 0,066 e 
18. 360 | 0,310 | + 0,093 = e | 
19. 360 0,329 | + 0,106 E e 
20. | 350 ¡ 0,373 |+0,140 | ga97 | 5% | | 
21. | 330 | 0,401 |+0184| 0 S | 
22. | 320 0,847 ' + 0,130 2 | 
23. | 300 0,802 | + 0,085 CS | | 
24. 300 , 0,297 ` + 0,080 Ä | 
25. | 290 0,291 , + 0,074 | | nz 
26. | 270 0,158 ' + 0,230 | ¡ 
27 240 0,442 + 0,219 | | Wieder 
| | vitaminfrei 





Nr. 2. Hühnchen weiß-schwarz, 


er En a 


Versuchstag 


| 
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Körperg« wicht 


| a 


Tabelle XII. 


Progressive a A RAS der Krankheit. 


| 








Blutzucker» 
gehalt 


0,221 
0,218 
0,215 
0,223 
0,227 
0,208 
0,190 
0,107 
0,121 
0,137 
0,140 


0,218 
0,228 
0,251 
0,270 
0,290 
0,300 
0,350 
0,439 
0,459 
0,440 
0,510 
0,542 
0,552 
0,520 
0,531 
0,520 


Nr. 13. 








bilanz 


i 


œ Blutzucker» 


| 


Blutzuckers 
promedium 


o 


Erste Periode. 


| 0,218 


0,218 


Zweite Periode. 


oo 


a O O E a A 
= 
IIED RI=WODADO 





HH E EE 
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0,182 


0,451 


Taube rotgrau. 


Stadium 
der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Körpergewichts» 
abnahme 


0% 


32%, in 25 Tagen 


14 
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Bemerkungen 


Normale 
Ernábrung 


Vitaminfreie Ernáhrung 





210 J. A. Collazo: 
Tabelle XIII. 
\ Progressive Entwicklung der Krankheit. 
Al PR E l E EE u Er p == 
| 3 | pa 5 Sg | a £ E 
a ` 5. En 5 ee $, 
zo tig u gog y 
n gla Poon ogoi 
e | < Ea | ES SS | > Es | E 
> | © sé ea) 
SS IB NM d E Ti E BE, SÉ FE: en = | een en 
Erste Periode. 
— | 560 0,327 = 
— 1.550 0,318 >, Normale 
— ¡560 | 0,331 ` ás 
Zweite Periode. 
1. 560 | 0,327 + 0,003 | | 
2. 550 0,309 ; — 0,015 j 
3. 550 0,311 | — 0,013 | 
4. 540 0,310 | — 0,014 | | 
5. 540 0,310 | — 0,014 | 
6. 520 | 0301 | 0,023 e 
7. | 520 | 0,293 |— 0,031 z 
8. 510 0,273 | — 0,051 | 0988 50 
9. 480 0,229 |—0,095| “> g o| 
10. 470 0,207 | — 0,117 , ZS" 
11. 460 0,209 | — 0,115 < E 
12. | 450 | 0,223 |— 0101| á f 
13. 450 0,229 | — 0,097 : Ä A 
14. | 430 | 0,237 |— 0,081 TE. 
15. 420 0,253 | — 0,071 E Al 
16. 420 0,251 | — 0,075 SI, 
$ z WM 
17. 400 0,239 | — 0,085 F E 
18. 390 0,307 | — 0,017 zL , 
19. | 380 | 0,323 | 0,007 | #16 |Stebend | m | E 
20. | 380 0,349 | + 0,025 E 
| | > 
21. | 370 | 0,373 | + 0,067 | l 
22. | 350 0,375 | + 0,059 | ¡ ` 
23. 340 0,372 | + 0,056 | 5 
24. | 320 | 0,407 |+ 0,091, | g | 
25. 320 0,430 | + 0,110 | 0 498 en 
26. | 310 ¡ 0,458 | + 0,130 “> $ | 
27. | 300 0,472 | + 0,152 Er, 
28. 290 0,492 | + 0,172 < | 
29. | 290 0,480 | + 0,160 | | | 
+30. | 290 | 0,450 | + 0,126: | | 
Nr. 3. Hühnchen rotschwarz. 
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Tabelle XIV (Kurve 2). 
Vitaminfrei ernährt — Hunger — wieder vitaminfrei. 






























——— — 
BE EEE 
a 3 5 y8 3 
OS g glg glu? 
el 
$ OI A ma E S E 
Ge g o a oo li E 
Erste Periode. 
— 1 360 | 0,210 = 
p | 360 | 0,215 0,210 | 0,210 | — 10% laa 
— | 360 0,206 | | — 
Zweite Periode. 
L 360 | 0,210 0,000 ; 
2. į 350 ' 0,213 | + 0,003 | 
3. | 350 ` 0,204 | — 0,006 
4. | 340 | 0,180 | — 0,030 | l 
6. | 330 ¡ 0,190 |— 0,03 ; 
6. 320 0,203 | — 0,007 y ' 
7. 310 | 0,200 | — 0,010 D 
8. 310 0,180 | — 0,030 | 0,175 3 
9. | 300 | 0,161 | — 0,049 S 
10. 300 0,171 | — 0,039 > 
11. 290 0,182 | — 0,028 
12. 290 0,160 | — 0,050 
13. 280 0,141 | — 0,069 a el 
14. 280 0,132 | — 0,078 E © 
16. 260 0,109 | — 0,101 d P 
16. 250 | 0,152 | — 0,058 e 
18. 240 0,190 | — 0,020 E 
19. | 240 | 0,201 |— 0,009 SS a 
20. 230 0,211 | + 0,001 3 
21. 230 0,255 | + 0,045 S | 
22. 230 0,270 | + 0,060 E | 
23. | 220 | 0,310 | + 0,100 E | 
24. | 210 0,385 | + 0,175 , 0,820 2 | 
25. 210 0,411 | + 0,201 | a 
26. | 200 0,458 | + 0,243 = 
27. 200 0,888 | + 0,173 
28. | 190 0,318 | + 0,109 Hunger 
29. 190 0,807 | + 0,097 
30. 180 0,512 | + 0,302 . Wieder 
+31. 180 0,575 | + 0,365 | vitaminfrei 


Nr. 14. Taube grau. 
Li 
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Tabelle XVII. Progressive Entwicklung der Krankheit. 
| 5 | | | E È | 
Es | E | 5, 5 o E 5 g ei | E © “o S 
E a Bu I 
3 |! È Së Ss St se | ES" $ 
ECO! g a | g CD E E 
> j | 3 Z | e 
li e "o 1 č % Me. nn 
Erste Periode. 

— 600 0,112 ; SE | 

u 605 0,107 | 5 | 

— 1.800 0,109 0,105 | 0,105 = | 0%! een 
- 600 | 0,099 SC die 
— | 600 0,099 I au! d 

Zweite Periode. 

l. op : 0,099 | — 0,006 | 

2. 590 0,110 | + 0,005 = | 

3. 580 0,090 | — 0,015 8, ` 

4. | 570 0,088 | —0,017| 0,099 5 | | 

5. | 560 0,098 | — 0,007 E | | 

6. | 560 . 0,110 | + 0,005 | 

7. | 560 0,112 | + 0,007 | | | 

8; 550 0,130 | + 0,025 

9. 550 0,137 | + 0,032 , 
10. 550 0,140 | + 0,035 E 
11. | 550 0,138 | + 0,033 a 
12. 540 0,133 | + 0,028 

13. | 540 0,145 | + 0,040 | ag | = 
l4. i 530 | 0,137 | + 0,032 | 3 | y 
15. 520 0,143 140,038 0188 | E 3 
16. | 510 0,128 | +0,023 | %» + E 
17. 500 | 0,143 | + 0,038 = S = 
18. 470 | 0,135 | + 0,030 2 | 8% A 
19. | 460 | 0,156 | + 0.081 | E 
20. || 440 0,147 | + 0,042 | 00 ED 
21. 450 0,145 | + 0,040 lar Y 
22, 450 0,137 | + 0,032  S 
23. | 450 | 0,138 | -+ 0.033 Se | a 
2. 470 0,150 | + 0,045 $| g 
25. 470 0,159 | + 0,054 | E 
26. 460 0,159 | + 0,054 ZS 
27. | 460 0,166 | + 0,061 
28. 450 0,177 | + 0,072 E 
29. || 450 0,165 | + 0,060 la 3 
30. 440 0,184 | + 0,079) 0.187 S ` E 
31. 440 0,190 | + 0,085 | 1%. ën 7 d 
32. | 420 0,184 | + 0,079 | olko S ` | 
33. | 410 0,191 | + 0,086 , ZE: KM | 
34. : 400 0,173 | +0,068 | "une E Ä 
35. 390 0,200 | + 0,095 | 
36. 390 0,190 | + 0,095 | 

37. 360 0,198 | + 0,093 

38.a | 360 0,112 | + 0,007 | 

38.m 360 0,103 | — 0,002 

t38.p | 850 0,099 | — 0,006 | 
Nr. 1. Meerschweinchen schwarz. 
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Progressive Entwicklung der Krankheit. 


Tabelle XVITI. 








RIM e 


Blutzucker» 
gehalt 


> 
| 


0,101 
0,109 
0,103 


0,103 
0,110 
0,109 
0,105 
0,100 
0,090 
0,098 
0,085 
0,095 
0,087 
0,068 
0,099 
0,096 
0,108 


0,132 
0,127 
0,143 
0,151 
0,149 
0,153 
0,150 
0,151 
0,161 
0,157 
0,193 
0,218 
0,216 
0,228 
0,225 
0,229 
0,258 
0,231 
0,233 
0,220 


bli 


| 


o Blutzucker: 
bilanz 


Blutzucker: 
promedium 


Erste Periode. 


0,104 





0,104 


Zweite Periode. 


— 0,001 
+ 0,006 
+ 0,005 
+ 0,001 
— 0,004 


ssososoo 
PRERERODD 
Id O Or =D eS 00 


"oo 
m 00 Si 
e CO Go 


-< 


kd 


-< 


Si Ei Ei El El El El Pei El Zi El Ei Zei Ei Zei Pl Ei 
© 
a 
-J 


AS 
E 
fa CH ki Pa y 


Y < 


© 
pt 
N 
EK 


‚+ 0,129 


+ 0,116 | 





0,092 





Stadium 


der Erkrankung 


Absteigend 


Aufsteigend 


Nr. 5. Meerschweinchen weiß. gelb. 


Körpergewichts» 
abnahme 


49 % in 33 Tagen 


Bemerkungen 


Vitaminfreie Ernährung 


Zur Prüfung der Treubschen Hypothese. 


Von 
L. Rosenthaler. 


(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universität Bern.) 


(Eingegangen am 19. August 1922.) 


Vor 26 Jahren hat der niederländische Botaniker Treub eine 
Hypothese über die biochemische Bedeutung der Blausäure ent- 
wickelt!). Danach soll die Blausáure das erste erkennbare Produkt 
der Stickstoffassimilation und ein Eiweißbaustoff sein. Dieser An- 
schauung zufolge muß Blausäure in allen grünen Pflanzen auftreten, 
und es müßte auch möglich sein, sie nachzuweisen, falls sie nicht sofort 
nach ihrer Entstehung umgewandelt wird. Aber selbst in diesem Falle 
könnte es glücken, Spuren von Blausäure nachzuweisen, wenn nur 
genügend große Mengen des pflanzlichen Materials verarbeitet werden. 

Von dieser Betrachtungsweise ausgehend, habe ich in den Jahren 
1921 und 1922 eine größere Zahl von Pflanzen auf Blausäure unter- 
sucht?). Eine solche Untersuchung kann nur dann einwandfrei sein, 
wenn jede Möglichkeit einer sekundären Entstehung von Blausäure 
vermieden wird. Das bisher übliche Untersuchungsverfahren — Destil- 
lation nach Mazeration mit Wasser — konnte deshalb nicht angewandt 
werden, da dabei Spuren von Blausäure entstehen können und bei 
der gar nicht seltenen Gegenwart von Nitriten oder Nitraten ent- 
stehen müssen. Wir haben dies nochmals dadurch nachgeprüft, daß 
wir eine Lösung von Citronensáure l g, Weinsäure lg, Ammonium- 
nitrat O,1g, Glykose 5g, Ammonoxalat 5g und Kaliumnitrit 0,05 g 
in 200 g Wasser mit Wasserdampf destillierten. Das Destillat gab 
sämtliche unten erwähnten Blausäurereaktionen. Statt durch Destil- 
lation mußte deshalb die Blausäure durch Durchsaugen von Luft 
ausgetrieben werden (Aerationsverfahren). Im einzelnen gestaltete 
sich das Verfahren folgendermaßen: 


1) Annales du jard. botan. de Buitenzorg 18, 1, 1896. 

2) Bei den Versuchen des Jahre 1921 wurde ich von Herrn Dr. Karl 
Seiler unterstützt. Vgl. dessen Dissertation ‚Beiträge zur Blausáurefrage”, 
Bern 1922. 
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Die Pflanzen wurden sofort nach dem Sammeln!) mit einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert und mit Wasser angesetzt. Der am nächsten 
Tage durch Auspressen erhaltene Saft wurde — zur Zerlegung etwa 
vorhandener Oxynitrile — alkalisch gemacht und dann sofort mit 
Weinsäure wieder angesäuert, worauf etwa während 10 Stunden ein 
kräftiger Luftstrom durchgesaugt wurde. Die Luft wurde, ehe sie 
in das den Pflanzensaft enthaltende Gefäß eintrat, durch je eine Kali- 
lauge und Sublimatlösung enthaltende Waschflasche geschickt, um 
Spuren von Blausäure — aus Leuchtgas und Laboratoriumsluft?) — 
zu beseitigen und zur Absorption der Blausäure durch Waschflaschen 
geleitet, welche Sublimatlösung enthielten: 


HgCl, + 2HCN = Hg(CN), + 2 HCl. 


Scháumte die Flüssigkeit beim Durchleiten der Luft stark, so 
wurde ihr zur Verhinderung des Schäumens Toluol zugesetzt. 

Der Blausäurenachweis wurde in folgender Weise vorgenommen: 
der Inhalt der Waschflasche wurde in zwei Hälften geteilt und die 
eine zur Rhodanreaktion verwendet. Dazu wurde das Quecksilber 
mit Calciumpolysulfid gefällt und das Filtrat nach dem Verfahren 
von Lavialle und Varenne?) weiter behandelt. Bei Eintritt der Reaktion 
wurde stets festgestellt, ob die Färbung durch Zusatz von Oxalsáure 
oder Phosphorsäure verschwand. 

Die zweite Hälfte wurde mit Kaliumjodid im Überschuß versetzt 
und dann nach Zusatz von Bicarbonat oder Weinsäure destilliert. 
Das Destillat wurde in Wasser aufgefangen und dieses mit der Phenol- 
phthaleinprobe, der Jodstärkereaktion und der Denigesschen Jodsilber- 
reaktion?) auf Blausäure geprüft. 

Zur Sicherung der Ergebnisse wurden ` noch folgende Kontroll- 
versuche angestellt: | 

1. Ein blinder Versuch, bei dem statt Pflanzensaft destilliertes 
Wasser verwendet wurde. Ergebnis negativ. 

2. Ein Versuch mit der oben erwähnten, Nitrat, Nitrit, Glykose 
und organische Säuren enthaltenden Lösung. Ergebnis negativ, auch 
dann, als die Glykose durch Invertzucker ersetzt wurde. 


1) Die Pflanzen wurden im Jahre 1921 morgens, im Jahre 1922 mittags 
oder abends gesammelt, weil nach den an Kirschlorbeerblättern gemachten 
Erfahrungen diese Zeit günstiger schien; die Untersuchung wurde dann 
1921 so ausgeführt, daß durch den Pflanzenbrei ohne weiteres Luft durch- 
gesaugt wurde. 

2) Die Versuche wurden übrigens in einem besonderen, mit dem Labo- 
ratorium nicht unmittelbar zusammenhängenden Raum ausgeführt. 

3) Journ. pharm. chim. (7) 17, 97, 1918. 

4) Die Denigessche Reaktion wurde 1921 immer, 1922 nur noch dann 
ausgeführt, wenn die anderen Reaktionen stark ausfielen. 
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3. Pflanzenbrei, der sich bei der Prüfung als blausäurefrei er- 
wiesen hatte, wurde in den Versuchen mit 0,5 mg, 0,2 mg und 0,1 mg 
Blausäure versetzt und dann in der geschilderten Weise behandelt. 
Das Ergebnis war, daß bei den Versuchen mit 0,5 und 0,2 mg alle 
Reaktionen deutlich positiv waren; bei dem Versuch mit 0,1 mg verlief 
die Jodstärke- und die Phenolphthaleinprobe deutlich positiv, die Jod- 
silberreaktion negativ. Man kann diese Tatsachen dazu benutzen, 
um die jeweils vorhandene Mindestmenge Blausäure abzuschätzen. 

4. Eine Rhodanidlösung 1:1000 schwach angesäuert zu dem 
Versuch verwendet, ergab in der Quecksilberchloridvorlage keine 
Rhodanreaktion. Rhodanwasserstoff tritt also nicht in die Vorlage 
über. 

5. Gelegentlich wurde versucht, zur Kontrolle der Rhodanreaktion 
die Flüssigkeit so aufzuarbeiten, daß statt Calciumpolysulfid Natron- 
lauge angewandt wurde. Ergebnis negativ. ` 

6. Außerdem wurden stets mit den Reagenzien blinde Versuche 
angestellt. 

Über den Ausfall der Untersuchung unterrichtet die nachfolgende 
Tabelle. 

1921: Dr. K. Seiler. 












































T ! A A j af =] 
der Uster. Gegenstand der Untersuchung  Sewicht| Jodsilbers | Rhodan- a SCH 
suchung reaktion reaktion [reaktion; 23% 
ege Sa EE SE == -- — DIA 

17. V. | Arum maculatum L. | | | | 
| | (Blátter, Blúten, | | 
Knospen) . ... . 1550; + T oo 
20. V. | Fagus silvatica L. | 
(Blätter) . .... 1450 — — ged A.S 
21. V. Aegopodium podagraria | 
L. (Blätter, Blüten, | 
Knospen). . . . . 1660 + + O 
23. V. | Arum italicum (Blätter, | 
| Blütenknospe) . . | 150| - -+ d a 
24. V. ı Urtica dioica L. | | 
i (Sproßspitzen). . . j| 1400 — — 4- ale 
25. V. | Lamum maculatum L. | | | 
(blühendes Kraut) . |; 680 De = + d: 
27. V. | Heracleum Sphon- | | | | 
| dylium L. (Blätter) . | 1350" — Su: 
28. V. | Calla aethiopica | | 
| (Blatter)... .. y 120° + er TE 
30. V. | Cornus sanguinea L. | | | 
(Blätter, Blüten, | | 
| Knospen). . .. . 1070! — -- rt + 
31. V. ¡ Chaerefolium silvestre L. | 1650 | — Loo oj + 
3. VI. | Robinia pseudacacia L. | 
; (Blätter) . .... ' 1180 | = = ER 
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1921: Dr. K. Seiler. (Fortsetzung.) 


























MA | D | E 
| ? Jod =%5 
der Une Gegenstand der Untersucbung Gewicht Jodsilber- | Rhodan. stärke: ! SE 
suchung | reaktion reaktion ae 2 Er 
PA A A. EE 
4. VL | Fumaria officinalis L. . | | | 
(blühendes Kraut) . | 1350 | schwach + e E 
6. VI. Quinaria quinquefolia ' | 
L. (Ranken mit un- | 
| reifen Früchten). . | 1030 ZAS E 
8. VI. | Rumex acetosa L. | | | 
(blühendes Kraut) . | 1300 — ms dE e 


10. VI. Melilotus officinalis 
Desr. (blühendes | 
Kraut) ...... | 
14. VI. 
15. VI. 
| 
| 
| 


Potentilla reptans L. | 
(blühendes Kraut) . | 


| 1190 = Ss 
Solanum tuberosum L. | 
| 
| 
| 
| 


+ 
+ 


1150 | schwach + 
| 


400 | schwach -}- 


(blühendes Kraut) . 


| 

Anthyllis vulneraria L. 
(Blätter und Blüten) 
| 


+ + 
| 


Scrophularia nodosa L. 
(Blätter, Blüten, un- 
reife Früchte). . . 

Melandrium album 
Miller (Blätter und | 
Blüten). . .... | 980 | — ez a E 








Raphanus Raphani- | | 
strum L. (blühendes | | 
Kraut) ...... | 950 = = A: 
Vicia cracca L. (blü- |! 
hendes Kraut). . . | 


Medicago sativa L.. . | 1050 | schwach + o + 


Lolium multiflorum | | 
Lam., subspee. ital. | 
Volkart (Blüten und | 
Blätter)... . .. | 580 

Epilobtum hirsutum L. | 
(blühendes Kraut) . | 550 

Verbascum thapsus L. 
(Blätter und Blüten- 

stände) . . . ... | 850 — + TE + 

| 


< 





550! — = yS 


E 


Stachys silvaticus L. 
(blühendes Kraut) . || 700 

5. VII. | Chenopodium album L. | 

| (blühendes Kraut) . 

6. VII. || Tanacetum vulgare L. 

ı (Kraut und Blüten- | | 

| knospen) . ... . 1000 | schwach | unsicher + 
Avena sativa L. | | 

| (Blätter und Blüten) | 1130 _ EH 


| Chaerophyllum aureum | 
| L. (blühendes Kraut) | 


1300 





s20!) — Se E 
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1921: Dr. K. Seiler. (Fortsetzung.) 

















e 
Tag | | Jod» KI g 
der Unters : Gegenstand der Untersuchung "Gewicht "reaktion | nu | stärkes E 33 
suchung | | reak ¡reaktion 2 E 





ps 
11. VIT. | Circaea lutetiana L. | 
| (blühendes Kraut) . 850 = E eg GG 


| 
) i | g ` SS / 
WW 


13. VII. | Hippocrepis comsa L. 








| (Blätter und Blüten) ; 970 ' — schwach + — 
14. VII. | Daucus carota L. (blü- | | 

| hendes Kraut). 850 — | schwach | + + 
18. VII. . Trifolium pratense L. | 

|” (Blätter und Blüten) 140 | — A q 
25. VII. ' Buddleia variabilis | 

(Blätter und Blüten) : 1200 — | -+ + + 
%. VII. |Impatiens parviflora D.C. | | | | 

:  (blihendes Kraut) . 1600 | schwach + D ek =- 
27. VII. ' Helianthus tuberosus | 

, L. (oberirdischer Teil) 650) — ‚unsicher + + 


28. VII. | Galium Mollugo L. | 

| (blühendes Kraut) . 890 = o + ; $ 7 
29. VII. Eupatorium cannabinum 

"LG (blühendes Kraut) ! 650 + Si SS = 














1922 
E Eet > oastärke, | Phenol 
Lë ht; Rhodan, Jodstärke» 
dr Unten o Gegenstand der Untersuchung | e | en | SE | panee 
16. V. | Anemone nemorosa L. ; ES 
| (oberirdischer Teil) . . | 850 | schwach +o ol 
20. V.  Polygonum cuspidatum | | 
(Blätter). . . ... . 2000 | — + — 
22, V. Alnus incana D.C. (Blätter) 350 schwach Se = 


24.V. Fagus silvatica L. (Blätter) | 700 | schwach + — 
26. V. Lonicera EH L. 


| 








' (Blätter). ...... 550 db zweifelhaft A 
28. V , Viburnum Kies L. | 
(Blätter) . : ho 750 ` zweifelhaft + — 
30. V. ; Rubus fruticosus L. | 
| (platte)... 500 | E sehr 
2. VI. Centaurea SE L. | eure 
(Blätter). . . . . . . | 1100 | stark — . schwach 


6. VI. | Poterium sanguisorba L. . 
| (blühendes Kraut) . . ; 1000 + 
8. VI. ` Geum urbanum L. (Blätter) | 700 + | 
12. VI. Acer ee L. | Ä 
(Blätter). e e o e 1400 zweifelhaft + Ä schwach 
15. VI. Silene inflata Sm. (Blätter _ 
und Blüten) . . . . . a 1300 + + + 


19. VI. | Achillea millefolium L. | | 
(blühende Pflanze) . . | 900 stark stark stark 


gä 


+ 


+ 
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1922 (Fortsetzung.) 


| 
| Gegenstand der Untersuchung | 








el er 














20. 
23. 
25. 


27. 


28. 


29. 


29. 


11. 


12, 


; | Achillea sambucifolia 


S | Capsella bursa pastoris 


. VII. 
VII. 


VII. 


| Tussilago farfara L. . . | 
Tilia spec. (Blätter). . . 
Juglans regia L. (Blätter) 





"er undulatum 
(Blätter) 


| Equisetum silvaticum L. 
(ganze Pflanze). 


| Plantago major L. 


(Blátter) 
Calla palustris L. (be- 
blátterter Stengel) 
| Chrysanthemum leucanthe- 
mum L. (Blätter). . 
Prenanthes purpurea L. 
(Blätter). . . ... . | 
| Achillea ptarmica L. 
(blühende Pflanze) . . 
Matricaria inodora L. 
(blühende Pflanze) . . | 
Campanula rapunculus L. 
(blühende Pflanze) . 
Linaria minor Des}. 
| (ganze Pflanze). . . . 


Centaurea cyanus L. , 
| (blühende Pflanze) . . | 














Heldr. u. Boiss.. . . . | 





Mnch. (blühende Se 
| Achillea taygetea Desf.. . | 
| Crepis virens Vill. . . . | 


Senecio viscosus L. _ | 
| (Pflanze vor der Blüte) . || 
i Sisymbrium off. Scop. 

(blühende Pflanze) . . | 


| Ptarmica speciosa D.C. 
(blühende Pflanze) . 


Linaria cymbalaria Mill. 
(blühende Pflanze) . 


| Sonchus oleraceus L. | 
| 
| 








' (blühende Pflanze) . . 


| Oenothera biennis L. | 
| (blühende Pflanze) . . 


| Senecio vulgaris L. | 
' (blühende Pflanze) . . | 





EN Rhodan» 
reaktion 
1200 — | 
1500 — 
1600 | zweifel- 
haft 





1550 | zweifelhaft 

















. ` 1300 | schwach 
750 | — 
T 
750| + | 
Es 
85 + 
200 | = 
500 ' schwach | 
70 + 
700 + | 
80 | schwach ' 
1100 + | 
50 schwach 
1300 + | 
| 
325 | zweifelhaft 
700 T | 
PR ea 
120 + | 
1000 + 
1500 stark 
700 + 

















e 
e | 5 
D PEN 

Ä haft 
+ zweifelhbht 

We zweifelhaft 
+ schwach ` 
0 + 
+ | + 
+o + 
pia 
e 
T + 
+ schwach 
+ zweifel- 
. haft 
+ zweifelhaft 
+ + 

| zweifelbaft 

a = 
+ F 
stark stark 
E + 
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1922 (Fortsetzung.) 











E a ee NA O 
Tag | P Phenol» 
dr Unters | Ge tand der Unt h ‚Gewicht Rhodan. Jodstärke» ' phtbaleins 
SÉ Zeg gens er Untersuchung ; reaktion reaktion Weeer gogo 
== a a EA AAA A = = Ee se be = — E 
| 
t 











13. VII. | Cirsium lanceolatum Scop. 


(Pflanze vor der Blüte). | 1300 + + 








+ 
14, VU. | Chrysanthemum corym- E 
bosum L. (blühender | 
oberirdischer Teil) . . Ä 80 + + $ 
16. VII. l Teucrium botrys L. 
(blühende Pflanze) . . ¡ 1300 + + + 
-16. VII. : Echium vulgare L. (blühen- | 
der oberirdischer Teil) . . 800 + schwach | schwach 
17. VII. | Linaria vulgaris Mill. F , 
| (blühende Pflanze) . . |; 400 | zweifelhaft + schwach 
17. VII. | Centaurea jacea L. | - 
(Pflanze vor der Blüte) . | 300 + + + 
18. VII. Galeopsis tetrahit L. | 
| (blühende Pflanze) . . | 300 + + + 


19. VII. | Erigeron canadensis L. l 
| (Stengel und Blätter). | 600 | schwach | schwach | schwach 
Vicia sepium L. (blühende 
oberirdische Teile) . . ' 700 + + + 
Potentilla anserina L. | 
| (blühende oberirdische ` 
| Teile) 2. = 3... .. 800 — — schwach 
22. VIL | Asplenium filix femina 
'  Brnh. (Blätter). . . . : 200 | schwach — schwach 
23. VII. |, Lactuca sativa L. var. capi- | | 
| a KEE | 700 + + + 


20. VII. 





21. VII. 


Die Schlußfolgerungen, welche man aus dieser Untersuchung 
ziehen kann, sind zunächst von dem Werte abhängig, den man den 
einzelnen Reaktionen zuschreibt. Da von diesen die Rhodanreaktion 
in der beschriebenen Ausführung die einzige ist,. für die eine Fehler- 
quelle nicht bekannt ist, so ist sie als Grundlage zu nehmen. Ich be- 
trachte demgemäß Blausäure in denjenigen Pflanzen als nachgewiesen, 
mit welchen die Rhodanreaktion und außerdem eine der anderen 
Reaktionen eintrat. Von den 88 untersuchten Pflanzen trifft dies 
. für 56 zu; es sind diejenigen, die in der Tabelle kursiv gedruckt sind. 
Die meisten dieser Pflanzen ergeben nur Spuren von Blausäure 
(schätzungsweise 0,1 bis 0,2 mg/kg); aber Pflanzen, wie Achillea mille- 
folium, Chrysanthemum leucanthemum und Oenothera biennis würden 
auch naċh der bisher üblichen Betrachtungsweise als Blausäurepflanzen 
anzusprechen sein!). 

1) Bei Achillea millefolium wurden 0,003 g/100 Blausäure im Destillate 


gefunden, daneben auch Benzaldehyd; letzterer auch in Chrysanthemum 
leucanthemum. Linaria minor ist schon als Blausäurepflanze bekannt. 
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Da aber nach allen Erfahrungen feststeht, daß der Gehalt an 
Blausäure sehr von den äußeren Bedingungen (Witterung, Tages- 
und Jahreszeit) abhängt!), so ist nicht daran zu zweifeln, daß Blausäure, 
wenn nicht ein allgemeiner, so doch ein sehr verbreiteter Pflanzen- 
bestandteil ist. Ein Anhänger der Treubschen Anschauungsweise 
wäre demnach berechtigt, in dieser Untersuchung einen endgültigen 
Beweis für die Treubsche Hypothese zu sehen. Ich teile diese Ansicht 
nicht, da man durch solche Untersuchungen niemals entscheiden 
kann, ob die Blausäure ein Auf- oder Abbauprodukt ist. Man muß 
also nach anderen Prüfungsverfahren suchen. Um ein solches zu finden, 
bin ich von folgendem Gedanken ausgegangen: Die Blausäure kommt 
in den Pflanzen, soweit bekannt, nicht frei vor, sondern in Verbindungen, 
und zwar handelt es sich in der Mehrzahl der bekannten Fälle um 
Verbindungen des Benzaldehyds, -p-Oxybenzaldehyds und Acetons. 
Zwischen diesen Verbindungen bestehen Beziehungen zu einzelnen 
Aminosäuren?), wie es folgende Übersicht zeigt: 


OD 
C,H,CH,.CH(NH,)COOH C,H,CH E 
Phenylalanin Benzaldehydeyanhydrin 
cu <oH (1) De Z7 
etu <CH,.CH(NH,)CO 0H (4) "CH (4) 
"CN 
Tyrosin p-Oxybenzaldehydcyanhydrin 
CHs>cH.CH(NH,)COOH CH._C(OH)CN 
CH, CH, 
Valin Azetoncyanhydrin 


Für diesen Zusammenhang spricht auch die häufig beobachtete 
Tatsache, daß bei der Oxydation von Aminosäuren Blausäure ent- 
stehen kann. 

Führt man nun eine derartige Aminosäure in eine geeignete Blau- 
säurepflanze ein, so könnte, wenn die Treubschen Anschauungen 
richtig sind, jedenfalls keine Zunahme, sondern eher eine Abnahme 
an Blausäure eintreten. Letzteren Schluß haben schon Rarenna und 
Zamorani?) gezogen. Sie haben infolgedessen Asparagin in Sorghum 
vulgare eingeführt und beobachtet, daß die Versuchspflanzen ärmer 
an Blausäure waren als die Kontrollpflanzen. Der Versuch ist schwer 
zu deuten, da das Asparagin in keiner unmittelbaren Beziehung zu 
der in Sorghum vorhandenen Blausäureverbindung steht. Diese ist 


1) Der Unterschied der beiden mitgeteilten Befunde über Buchenblätter 
ist z. B. darauf zurückzuführen, daß sie 1921 früh morgens, im folgenden 
Jahr abends gesammelt wurden. 

2) Vgl. dazu Schweiz. Apotheker-Zeitung 58, Nr. 11, 1920. 

3) Atti della Reale Accademia des Lincei (5) 18, II, 283, 1909. 
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nämlich ein Glykosid des p-Oxybenzaldehydcyanhydrins, und ich 
habe deshalb in Ausführung des oben entwickelten Gedankengangs 
zu den Versuchen Tyrosin benutzt. Eine mit Hilfe von Natriumcarbonat 
hergestellte Tyrosinlösung wurde in Pflänzchen von Sorghum (sie 
waren als nigrum bezeichnet) eingespritzt!). Nach einiger Zeit?) wurde 
der Blausäuregehalt gleichzeitig mit dem von Kontrollpflanzen be- 
stimmt. Da der Blausäuregehalt der Sorghumpflanzen sehr von ihrem 
Entwicklungszustand abhängt, so wurden als Kontrollpflanzen solche 
von möglichst demselben Entwicklungszustande gewählt, den die 
Versuchspflanze aufwies. Das Ergebnis (nach Titration der Destillate 
mit n/50 Silbernitrat) zeigt folgende Übersicht: 


























| Tyrosinpflanze | Kontrollpflanze 
| 04 HON Da HON 
h mg : -mg 
Kleiner Sproß ohne Blüten . ........ "97 26 
GróBerer Sproß mit unentwickeltem Blüten- | | | 
kolben ds e A ne de | — 1,75 
Größerer Sprof mit entwickeltem Blüten- 
kolben®). 00 a RR 2... |! 9,65 1,35 


Die Versuche zeigen, daß die mit Tyrosin behandelten Pflanzen 
wesentlich mehr Blausäure geliefert haben als die Kontrollpflanzen, 
und diese Tatsache ist dem oben Mitgeteilten zufolge eine Wider- 
legung der Treubschen Hypothese, wenigstens für Sorghum nigrum. 
Man kann vielmehr jetzt den Schluß ziehen, daß die Blausäure in 
Sorghum ein Abbauprodukt ist, und daß die p-Oxybenzaldehydcyan- 
hydrinkomponente des Sorghumglykosids Durrhin aus Tyrosin hervor- 
geht. Daraus ist aber auch der Schluß gerechtfertigt, daß auch in 
anderen grünen Pflanzen die Blausäureverbindungen in analoger 
Weise aus Aminosäuren hervorgehen können. Man kann auf dieser 
Grundlage sich die Entstehung von Blausäureverbindungen in der 
Pflanze folgendermaßen denken: Zur Bildung eines Eiweißmoleküls 
braucht die Pflanze bekanntlich mehrere Aminosäuren. Da aber nicht 
angenommen werden kann, daß die Pflanze diese immer gerade in 
den Mengen bildet, die sie zur Eiweißbildung nötig hat, so wird die 
eine oder andere der Aminosäuren im Überschuß vorhanden sein. 
Dieser Überschuß kann dann in geeigneten Fällen, so beim Phenyl- 
alanin, Tyrosin und Valin®) in Blausäureverbindungen, vor allem in 


1) Über die cingespritzte Menge kann ich leider keine Angaben machen, 
da beim Einspritzen wiederholt Verluste eintraten. 

2) In einem Fall 5, im anderen 14 Tage nach der letzten Einspritzung. 

$) Die Blütenkolben wurden vor der Bestimmung entfernt. 

t) Andere Aminosäuren werden vielleicht in anderer Weise um- 
gewandelt, z. B. zu Alkaloiden. 
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Blausäureglykoside umgewandelt werden, und diese können dann, 
sei es an derselben, sei es an anderer Stelle, wieder zu Aufbaureaktionen 
verwendet werden. 

Ausdrücklich sei aber hervorgehoben, daß die soeben entwickelte 
Anschauung nicht alle Vorkommen von Blausäure erklären kann!) 
da beispielsweise bei den Blausáureglykosiden Lotusin und Gyno- 
kardin ein Zusammenhang mit Aminosäuren nicht zu bestehen scheint. 
Man muß also auch noch mit anderen Entstehungsweisen von Blau- 
säure rechnen. | 


Zusammenfassung. 
1. In 56 von 88 untersuchten Pflanzen wurde Blausäure — zu- 
meist in Spuren — nachgewiesen. 


2. Einverleibung von Tyrosin in Sorghum nigrum bewirkt Ent- 
stehung von Blausäure. 
3. Die Treubsche Hypothese ist für Sorghum nigrum ungültig. 


1) Sie betrifft, wie die Treubsche Hypothese, auch nur die grünen 
Organe, nicht etwa Samen. 


Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


Von 
I.. Rosenthaler. 


(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universität Bern.) 


(Eingegangen am 19. August 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vom pharmakognostischen Standpunkt ausgehend, habe ich in 
einer Reihe von Untersuchungen!) die Variationsbreite chemischer 
Bestandteile von Drogen ermittelt. Dabei haben sich Tatsachen er- 
geben, die eine biochemische Deutung verlangen 

1. Kleine Individuen sind in der Regel prozentisch reicher an 
bestimmten Bestandteilen als größere. So betrug z. B. der Amygdalin- 
gehalt einer Mandelsorte bei den leichtesten 5,55 %, bei den schwersten 
3,66%. Zahlreiche andere Beispiele für diese Regel, auf die ich schon 
an anderer Stelle?) hingewiesen habe, finden sich in den erwähnten 
Abhandlungen sowohl für Samen und unterirdische Organe als auch 
für Blätter (in der Entwicklung begriffene Kirschlorbeerblätter) be- 
schrieben. 

Die Erklärung für diese Tatsache scheint mir bei Samen und 
unterirdischen Organen darin zu liegen, daß die Entwicklung der 
neuen Pflanzen nicht erfolgen kann, wenn nicht eine Mindestmenge 
an bestimmten Stoffen vorhanden ist. An diesen Stoffen, gleichgültig, 
ob sie selbst verwendet werden (Eiweiß, fettes Öl) oder bei der Bildung 
anderer Stoffe als Abfallprodukte entstanden (eine Anzahl Alkaloide), 
sind dann die kleineren Individuen verhältnismäßig reicher. 

Wenn weiter in den kleinen (jungen) Kirschlorbeerblättern der 
Blausäuregehalt beträchtlicher ist als in den größeren (älteren) Blättern, 
so ist dies wohl darauf zurückzuführen, daß der chemische Umsatz 
in den ersteren größer ist. 


1) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 30, 8, 392, 1920; 81, 396, 1921, 3; 
82, 1922. 
2) Pharm. Zentralh. 61, 629, 1920. 
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2. Die Variationsbreite ist für verschiedene Stoffe sehr verschieden. 
Beispielsweise wurde bei einer Untersuchung von bitteren Mandeln 
festgestellt, daß der Amygdalingehalt zwischen 0 und 8,5% lag, der 
Gehalt an fettem Öl zwischen 44 und 62,5%. Ebenso wurde fest- 
gestellt, daß die Schwankungen im Gehalt an Alkaloiden verhältnis- 
mäßig groß, die an Eiweiß verhältnismäßig klein sind. Man kann dem- 
gemäß zwei Gruppen von Pflanzenstoffen unterscheiden, solche mit großer 
und solche mit geringer Variationsbreite. Es liegt nahe, in letzteren 
die lebenswichtigen, in ersteren die lebensunwichtigen zu sehen. 

Das variationsstatistische Verfahren bietet indes noch andere 
Möglichkeiten, in das biochemische Getriebe einzudringen. Will man 
beispielsweise feststellen, ob zwei nebeneinander in einem Pflanzenteil 
vorkommende Stoffe in genetischen Beziehungen zueinander stehen, 
so wird man versuchen, beide Bestandteile in einem Individuum zu 
bestimmen. Sind z. B. die Alkaloide Nebenprodukte der Eiweißbildung, 
wie man das vermutet, so sollten die Mengen von Eiweiß und Alkaloid 
in einem bestimmten Verhältnis stehen. 

Zur Dlustrierung der hier eingeschlagenen Arbeitsweise mögen die 


folgenden Abhandlungen dienen: 


I. Über das Verhältnis des Blausäure -Stickstoffs zum Gesamt -Stickstoff 
weniger Blausäure-Stickstoff in Samen. 


Von L. Rosenthaler und K. Seiler. 


Zwischen den im Titel genannten Werten, von denen der Kürze 
halber der erste als B.-N, der zweite als G.-N bezeichnet sei, können 
folgende Beziehungen bestehen: 

a) Ist die Blausáure ein Nebenprodukt bei der Bildung stickstoff- 
haltiger Körper, also insbesondere des Eiweißes, so müssen die Werte 
von B.-N und G.-N parallel gehen. 

b) Verläuft die Bildung der stickstoffhaltigen Körper über die 
blausäurehaltigen, z. B. das Benzaldehydcyanhydrin, so kann das 
Verhältnis der beiden ein umgekehrtes sein. 

c) Hat die Blaugäure nichts mit der Bildung der stickstoffhaltigen 
Körper zu tun oder steht sie etwa mit nur einem von mehreren Eiweiß- 
körpern in den Zusammenhängen a oder b, dann kann offenbar von 
einem bestimmten Verhältnis nicht die Rede sein. 

Wir haben diese Verhältnisse an den Samen von Schleichera trijuga, 
an bitteren Mandeln und Aprikosenkernen geprüft. Die Untersuchung 
wurde folgendermaßen vorgenommen: Die Samen wurden mit reinstem 
Bariumsulfat!) zerrieben, worauf das Gemisch in einem Kjeldahlkolben 


1) Bariumsulfat eignet sich zum Zerreiben gut, da es sich beim Kjel- 
dahlisieren in der Schwefelsäure löst, und so das Stoßen, wie bei Verwendung 
unlöslicher Stoffe, vermieden wird. 
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mit ungefähr 100ccm Wasser versetzt wurde. Nach 24 Stunden wurde 
die Blausäure abdestilliert und titrimetrisch bestimmt. Der Destil- 
lationsrúckstand wurde der N-Bestimmung nach Kjeldahl unterworfen. 


1. Bittere Mandeln. 














Gewicht | Blausäure | B.N ‚| GN 
i: g oOo g | % o g lo "a | e le; Be 
| | 
1,019 | 263 | 0,258 | 1,36 | 0,134 , 4,334 | 4,26 
0,675 |! 1,19 0,176 ' 0,61 0,091 + 3,25 4,82 
0,428 0,81 0,238 ; 042 ¡ 0,123 Li 2,79 
1,207 | 3,56 0,295 ' 1,84 | 0,153 3,84 3,18 
0446 043 | 0097 | 022 | 0050 | 145 | 325 
1,268 . 3,23 0,255 ' 168 | 0,133 ¡ 5,32 4,20 
0,945 | 2,05 0,217 ' 1,06 0,112 | 4,79 6,07 
0.624 || 1,83 0,294 ` 0,95 0,152 " 1,84 2,96 
0,502 1,19 0,236 | 0,61 0,122 | 1,62 3,22 
0,724 1,72 0,238 ' 0,89 0,123 ' 3,04 4,39 ` 
0,955 1,94 0,203 1,01 | 0,105 | 4,15 4,35 
0,643 0,92 0,142 0,47 | 0,074 | 1,61 2,51 
0,739 | 1,56 0,212 0,81 | 0,110 2,05 2,78 
0,904 | 2,69 0,298 ' 1,40 | 0,155 | 2,59 2,86 
0,497 | 1,08 0,217 0,56 0,112 | 0,87 1,75 
0,868 | 3,61 0,416 1,87 | 0,216 2,21 2,55 
0,580 ¡| 1,19 0,204 0,61 0,106 | 1,08 1,86 
0.797 2,37 0,297 1,23 0,154 | 3,19 3,99 
0,381 1,46 0,382 0,75 | 0198 | 0,79 2,07 
1,114 | 3,02 0,271 ' 156 , 0,140 3,23 2,90 
1,877 | 3,47 0,185 . 1,80 0,096 4,65 2,48 
, | 


Stellt man die erhaltenen Werte graphisch dar, wie in Abb. 1, 
so erkennt man, daß zwischen B.-N und GN einigermaßen ein um- 
gekehrtes Verhältnis herrscht, und ähnlich liegen die Dinge auch, wenn 


ME 





Y A Pä to E Dë A Gw we Gë 


02 Qy Q6 08 10 72 W 16 18 
Abb. 1. Bittere Mandeln. Gehalt an Blausäure-N (------ l mg =4E) 





und Gesamt»N weniger Blausäure-N ( lcg:=2E). 


man nicht G.-N, sondern den nach Stutzer bestimmten Eiweiß-N mit 
B.-N vergleicht. Das Verhältnis entspricht also demjenigen, das oben 
unter b) dargelegt wurde. 


15 * 
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2. Aprikosenkerne. 


Blausäure Geh 









| 

| m | Mm = mg Darts E e Ia 

0,281 : 0,28 0,146 0,63 n146 | 0,63 | 32 3,27 

0,216 ` 0.25 0,112 | 0,73 3,24 

0,393 0,59 0,204 | 1,03 3,57 

0,181 0,28 0,094 1,57 5,29 

0,277 0,47 0,144 1,64 5,05 

0,330 0,61 0,171 1,12 3,11 

0,392 | 0,70 0,203 | 1,23 3,58 

0,269 0,50 0,139 ' 1,07 2,96 

0,374 | 0,98 0,194 > 1,58 3,13 

0,208 0,59 0,108 : 2,02 3,73 

3. Samen von Schleichera trijuga Willd. 

0,122 0,54 0,442 | 0,28 0,229 0,43 | 3,52 

0,132 0,32 0,245 , 0,17 0,127. | 0,39 2,93 

0,201 102 | 0509 | 053 ¡ 0264 | 057 | 283 
0,232 0,97 0,419 | 0,50 0,217 0,65 2,79 - 

0,271 | 0070 | 0208 | 036 | 0105 05 | 19 

0,287 0,92 0,319 0,47 0,166 , 0,41 1,44 

0,290 0,54 0,186 | 0,28 0,096 | 0,70 | 2,43 

0,291 1,24 0,426 | 0,64 0,221 | 0,86 >: 2,95 

0,321 1,19 0,370 | 0,61 0,191 | 0,80 | 2,50 

0,323 1,15 0,467, 0,78 | 0,242 0,67 2,07 


Bei den Aprikosenkernen liegen die Verhältnisse, wie aus der 
Tabelle zu entnehmen, wie bei den bitteren Mandeln; bei den Samen 
von Schleichera liegen die Verhältnisse anders, die Abb. 2 weist auf 

E 


SAU LH US Ce 


05 01 0% 02 025 03 43 


Abb. 2. Samen von Scbleicheratrijuga. Gehalt an Geescht (------- 0,1 mg = 1 F) 
und Gesamt:N weniger Blausäure-N ( 1 mg = 1 £). 





einen Parallelismus der beiden Werte hin. Anscheinend liegen hier 
auch bei der Blausäureverbindung!) andere Verhältnisse vor, wie bei 
Mandeln und Aprikosen. 


I. Über das Verhältnis des Blausäurestickstoffs zum Gesamtstickstoff 
weniger Blausäurestickstoff in Kirschlorbeerblättern. 
Von L. Rosenthaler und K. Seller. 
Bei Blättern müssen die Verhältnisse im Blausäure-Stickstoff- 
gebiet komplizierter liegen als bei den Samen, da bei den Blättern 


1) L. Rosenthaler, Schweiz. Apotheker-Zeitung 58, 17, 1920. 
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nicht nur die Blausäure nach verschiedenen Richtungen umgewandelt, 
sondern auch abtransportiert werden kann. Es war deshalb hier von 
vornherein auf ein eindeutiges Verhältnis zwischen B.-N und G.-N nicht 
zu rechnen. Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Werte wurden 
1921 mit Blatthälften gewonnen!), die im ersten Lebensjahre standen 
und noch in der Entwicklung begriffen waren. 


Abb. 3 stellt die absoluten, Abb. 4 die prozentischen Werte dar. 
Beide zeigen kein regelmäßiges Verhältnis zwischen B.-N und G.-N, 


7HE N — 





Abb. 3. 
Kirschlorbeerblátter. Gehalt an Blausäure-N (------- 0,1 mg =1E) 
und Gesamt-N weniger Blausäure-N ( 1 mg = 1 E). 
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Abb. 4. 
Kirschlorbeerblätter. Prozentgehalt an Blausäure-N (------- 10/00 = 1 E) 


of 
und Gesamt-N weniger Blausäure-N ( 1p=1E). 





sie zeigen aber, was hier nicht weiter erörtert werden soll, daß bei 
B.-Nund G-N bei in der Entwicklung begriffenen Blättern die absoluten 
Werte zu-, die prozentischen abnehmen. 





1) Die zweite Hälfte wurde zu anderen Zwecken verwendet. 
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Kirschlorbeerblátter im ersten Lebensjahr. 
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Kirschlorbeerblätter im zweiten Lebensjahr. 
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56 : 0,68 


5, 


| | 


. 0,49 | 0,060 
0,043 ' 5,98 0,76 


0,52 
0,86 


7,53 0,85 
6,05 0,77 
2,42 | 0,32 
6,75 0,79 
4,86 0,61 
6,05 0,67 
| 
4,43 . 0,88 
3,69 0,75 


4,30 
7,60 
‚5,59 0,61 


0,060 
0,020 
0,044 


0,33 
0,47 
0,17 
0,35 
4 
5 
3 
3 
2 
l 
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Kirschlorbeerblätter im dritten Lebensjahr. 


























Tag | | Biausäure | B.N GN 
der Unters | O A le 
nes EEN , _ m8 | = oo Ge mg | olo l mg | Ki 
23.I. | 1.Hálítel 0,557 0,21 | 0,089 | 0,1 0,02 ' 2,46 | 0,44 
20.V. |2 „ | 0,316 0 0 | 0 O ` 1,06 | 0,33 
2.1. 1 „ 0,949 | 0,48 | 0,05 | 0,25 0,026 ¡ 6,47 | 0,68 
6. VI | 2, | 1010 | 0,05 0,005 | 0,03 ' 0,003 ' 3,02 | 0,30 
ant |1 „0,9831 ; 0,70 ` 0,075 | 0,36 | 0,039 | 5,85 | 0,62 
6. VI [2 n» | 0872 | 0,10 0,012 | 0,08 | 0,006 | 2,77 | 0,32 
2MIL 1 „1 0,991 | 0,65 0,065 | 0,34 0,034 , 7,03 | 0,71 
TVL 2o , 1,037 | 0,37 0,035 | 0,19 | 0,018 | 4,00 | 0,39 
21. II. | 1. » | 0,990 | 0,75 | 0,075 | 0,39 | 0,039 , 5,48 | 0,55 
8. VI. 2. n | 1048 ' 0,10 0,01 0,05 | 0,005, 2,74 | 0,27 
LIL. 1. 5 0,857 1,02 0,119 0,53 0,062 ı 5,26 | 0,61 
9. VI. 2 „ | 0819 0,58 | 0,07 ¡0,30 0,036 | 3,02 | 0,37 
22. TL, |1. „ | 0,995 . 0,70 | 0,069 0,36 0,036 | 5,98 | 0,60 
20. VI. | 2 „ 0,907 Spur | — — ¿ — | 3,74 | 0,41 
23. I. |1. „ | 0,722 0,38 | 0,052 0,19 . 0,27 ¡ 4,22 | 0,58 
27. VL '2 „ || 0,691 | 0,16 | 0,023 | 0,08. 0,12 2,49 | 0,36 








Weiter wurden dieselben Verhältnisse bei Kirschlorbeerblättern 
untersucht, die im zweiten und dritten Lebensjahr standen. Die Unter- 
suchung wurde so geführt, daß die zwei Hälften des Blattes (ohne 
Mittelnerv) zu verschiedenen Zeiten untersucht wurden. 


Die Verhältnisse liegen hier wesentlich anders als im ersten Jahre. 
In der Zeit, in der die Versuche ausgeführt wurden (Mai bis Juni), 
nimmt B.-N in der Regel alsolut und prozentual zu, G.-N absolut und 
prozentual fast durchweg ab. 


Im dritten Lebensjahr nehmen sowohl B.-N als G.-N ab, aber nicht 
gleichmäßig. In allen untersuchten Fällen hat sich, wie zu erwarten 
war, kein bestimmtes Verhältnis zwischen den beiden Werten er- 
mitteln lassen. 


Das in dieser Untersuchung niedergelegte Zahlenmaterial erlaubt 
noch einen Einblick in den Anteil der Blausäure am Stickstoffumsatz. 





O 
Berechnet man das Verhältnis 2 = so findet man bei den bitteren 
o E 
Mandeln pe bis > bei den Aprikosen E bis E bei den Samen von 


10 65 16 56 


Schleichera = bis 5 Man sieht, daß selbst bei so blausäurereichen 
Samen, wie es die bitteren Mandeln sind, der Anteil des B.-N am G.-N 
nur ein recht geringer ist. 
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Bei Kirschlorbeerblättern wurde gefunden: 


D .. . . 1 . 1 
Bei Bláttern im ersten Lebensjahr 13 bis 165’ 
ite p- bis : 
33 33 HEI zwel n II 7,9 39,5” 
; E Zur. | 
EP an An dritten an 10 bis — 


Der Blausäuregehalt tritt also gegenüber dem Gesamtstickstoff um 
so mehr zurück, je älter das Blatt wird. Da in der Jugend die Neu. 
bildung von Stoffen am lebhaftesten ist, so stimmt diese Tatsache 
mit der in der Abhandlung ‚Zur Prüfung der Treubschen Hypothese 
entwickelten Vorstellung über die Entstehung der Blausäure überein. 


III. Über das Verhältnis von Koffein zum Eiweliß-Stickstoff 
bei Kolasamen. 


In einer früheren Untersuchung!) habe ich gezeigt, daß bei Kola- 
samen der Koffeingehalt und der Gesamtstickstoff weniger Koffein- 
stickstoff einigermaßen parallel gehen, so daß einem höheren Koffein- 
gehalt auch ein höherer Gehalt an Gesamtstickstoff weniger Koffein- 
stickstoff entspricht. War aber die zugrunde liegende Annahme richtig, 
daß das Koffein wie andere Pflanzenbasen ein Nebenprodukt der 
Eiweißbildung ist, dann mußte ein strengerer Parallelismus zwischen 
den Mengen an Koffein und Eiweißstickstoff vorhanden sein. Der 
Prüfung dieser Folgerung gilt die vorliegende Untersuchung, die folgen- 
dermaßen ausgeführt wurde: Jeder Kotyledo wurde gewogen und 
gepulvert, und das Pulver in zwei ungleiche Teile geteilt. Mit dem 
größeren Teil wurde die Bestimmung des Koffeins nach der Pharm. 
Helv. IV vorgenommen, nur mit der Abänderung, daß in dem als 
Koffein anzusprechenden Rückstand der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt und daraus die Menge des Koffeins berechnet wurde. In 
der kleineren Hälfte wurde der Eiweißstickstoff nach dem Verfahren 
von Stutzer bestimmt. | 

Teilt man das Material nach dem Koffeingehalt in zwei Hälften 
und ordnet jeder den zugehörigen mittleren Eiweißstickstoff zu, ep 
ergibt sich: 


Koffeingehalt Eiweißstickstoff 
1,12 bis 1,50% 0,412 % 
1,56 ,, 245% 0,570 % 


1) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 81, 408, 1921. 
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| 












































Koffeinbestimmung Bestimmung des Eiweißstickstoffs | 5 ds 
Gewicht Zur ` i | Zur j HE E SS 
des Bestimmung | Koffein Bestimmun Eiweißstickstoff N Gi 
Kotyledo | verwendet f -——- -—- verwendet — cleg 
s č | e mol» |) mim || È 

|. 

7,173 | 4,985 | 64,3 | 1,29 : 2006 , 7,6 0,379 I 34 
5,345 4,110 | 27,2 1,77 | 1.003 51 ! 051 +. 34,7 
8265 | 5829 on 124 | 1998 | 95 ' 0476 | 26 
6,790 | 4,493 | 49,4 | 2,22 | 1,964 | 15,1 0,771 , 28,8 
8,212 | 5,726 | 140,3 | 2,45 ı 2,004 | 15,5 0,773 | 31,7 
6,352 | 4,216 | 94,8 | 2,25 | 1,990 ` 12,5 0,628 | 35,8 
7,828 | 5,562 ' 83,3 | 1,50 ` 1,968 | 102 0,518 | 29 
6,547 | 4,269 , 50,2 | 1,18 | 2017 | 7 0,347 | 34 
6,087 3,745 79,8 | 2,13 | 1,996 | 8,94 048 47,5 
5,100 ; 2,745 56,0 ' 2,04 | 2,107 | 12,4 0,589 | 34,6 
4845 | 3514 | 681 | 194 | 1,056 ¡ 5,6 | 0,530 ' 36,6 
5,945 | 4655 59,7 | 1,31 | 1,007 | 4 0,397 | 33 
5,198 3,621 48.5 | 1,34 | 1,129 5,1 0.452 ' 29,6 
4.860 3,560 . 45,2 | 1,27 | 1,027 | 4,3 0,418 ' 30,4 
5,153 3,830 ' 59,7 | 1,56 | 1,0028 "A 0,399 | 39,1 
5,370 | 4,123 ' 46,1 | 1,12 | 1,027 3,75 | 0,358 31,3 
9,274 3,946 , 55,2 | 1,40 ' 1,994 | 7,2 0,362 | 38,7 
6,631 4,458 | 78,8 | 1,77 1,954 ' 9,4 0,481 | 36,9 





Dem höheren Koffeingehalt entspricht also ein höherer Gehalt 
an Eiweißstickstoff. Auch die in der letzten Rubrik der Tabelle wieder- 
gegebenen Verhältniszahlen weisen auf enge Beziehungen der beiden 
Werte hin. Vielleicht würden diese Beziehungen noch enger erscheinen, 
wenn nicht die Stutzersche Methode wegen des Stärkereichtums der 
Kolasamen mit Schwierigkeiten verbunden wäre. Wenn auch einzelne 
Werte aus der Reihe fallen, so ist doch der Parallelismus zwischen 
Koffeingehalt und Gehalt an Eiweißstickstoff unverkennbar!). Es 
ist dafür wohl kaum eine andere Erklärung möglich als die, daß die 
Bildung des Koffeins in unmittelbarem Zusammenhang mit der Eiweiß- 
bildung steht. 


1) Ein Ansteigen des Koffeins mit dem Eiweißgehalt wurde für Tee- 
blätter schon von Kellner, Makino und Ogasawa festgestellt (Landwirtsch. 
Versuchsst. 88, 370, 1887. Auch bei Kaffee sind ebenso wie bei Tee die 
eiweißreichsten Organe am reichsten an Koffein (s. Romburgh und Lohmann, 
nach Czapek, Biochemie der Pflanzen 2, 245, 1905. 


Über die Analyse einer Volumenkurve von Blutkörperchen 
in hypertonischen Lösungen. 


Von 
Richard Ege. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 20. August 1922.) å 


In meinen ‚Untersuchungen über die Volumenveränderungen der 
Blutkörperchen in Lösungen von verschiedenem osmotischen Druck“) 
habe ich gezeigt, daß die Volumenveränderungen der Blutkörperchen 
sowohl in Salzlösungen als in Lösungen von Anelektrolyten quantitativ 
in Übereinstimmung mit dem van ’t Hoff- Boyle-Mariotteschen Gesetz 
verlaufen, wie zu erwarten war, wenn die Volumenveränderungen der 
Blutkörperchen eine Funktion des osmotischen Druckes der äußeren 
Flüssigkeit sind. Ich behauptete, daß man eben darin einen Beweis 
dafür habe, daß die Volumenveränderungen der Blutkörperchen in 
Lösungen verschiedener Konzentration in allem Wesentlichen osmotisch 
bedingt seien. 

Wenn von verschiedenen Seiten so oft ausgesprochen worden ist, 
daß die Volumenveránderungen der Blutkörperchen dem van ’t Hoff- 
Boyle- Mariotteschen Gesetz nicht folgen, so beruht dies zum Teil auf 
ungenauen Untersuchungen, namentlich aber auf dem Umstande, 
daß die Volumenveränderungen der Blutkörperchen nicht direkt in 
Übereinstimmung mit jenem Gesetz 

Po Vo = pb: 
verlaufen können. Das Blutkörperchen hat nämlich eine sehr bedeutende 
disperse Phase; nennen wir sie X, so ist die Wasserphase des Blut- 
körperchens V — X, und die Volumenveränderungen des Blutkórper- 
chens sollen daher nach der folgenden Gleichung verlaufen 
Po (Vo — X) = pı (V, — X). 
Aus den veröffentlichten Untersuchungen (s. unter anderem diese 


Zeitschr. 115, 131, Abt. 1; 130, 107, Abt. 1) geht hervor, daß die beob- 


1) Diese Zeitschr. 130, 1922, ursprünglich auf dánisch in ,,Studier over 
Glukosens Fordeling mellem Plasmaet og de rode Blodlegemer‘‘, 1919 (kurze 
Übersicht in C. r. 1920). 


| 
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achteten und die nach der obenstehenden Annahme berechneten 
Volumenveränderungen übereinstimmen. 

Nachdem meine Untersuchungen abgeschlossen und veröffentlicht 
worden waren, ist aus dem Groninger physiologischen Institut eine 
Arbeit von Takei!) hervorgegangen, die in gewissen Beziehungen 
meine Untersuchungen bestätigt, in anderen aber einige höchst eigen- 
tümliche Ergebnisse bringt, was mich zu ein paar neuen Versuchen 
veranlaBt hat. 

Bevor ich das Resultat dieser Versuche mitteile, habe ich zu dem 
Aufsatz von Takeit einige Bemerkungen zu machen. Takei meint, 
daß die Volumenverminderung der Blutkörperchen in hypertonischen 
Lösungen mit den osmotischen Verhältnissen übereinstimme Ein 
eigentlicher Beweis dafür ist jedoch in T’akeis Aufsatz nicht zu finden; 
es wird auf die disperse Phase der Blutkörperchen keine Rücksicht 
genommen, auch ist die osmotische Konzentration der benutzten 
Lösungen nicht angegeben, ferner sind die Resultate etwas unregel- 
mäßig, und schließlich vermißt man die Gewähr dafür, daß die Blut- 
körperchen tatsächlich abzentrifugiert worden sind. 

Tatsächlich stimmen wir aber in dieser Frage ganz überein; wie 
aus meinen Versuchen?) und den damit verbundenen Erwägungen 
hervorgeht, folgen die Volumenveränderungen der Blutkörperchen 
quantitativ dem van "€ Hoff- Boyle- Mariotteschen Gesetz. 

Wenn Takeis Versuche und Aufsatz mich zu neuen Versuchen 
bewogen haben, so beruht das auf dem Umstande, daß nach Takeis 
Behauptung das Schrumpfen der Blutkörperchen in hyperosmotischen 
Flüssigkeiten nur bis zu einem gewissen Punkt zutreffe; wenn die 
osmotische Konzentration der äußeren Flüssigkeit mehr als etwa viermal 
so groß werde wie die des Plasmas, so fingen die Blutkörperchen wieder 
zu schwellen an, so daß die überaus konzentrierten Flüssigkeiten wieder 
ein Volumen haben können, das sehr nahezu dem ursprünglichen 
Volumen entspricht. 

Ich zitiere einen einzelnen Versuch: 


Glukosekonzentration. 2,3 4,5 5,0 10,0 20 21 2 23 24 50% 
Relat. Blutkórperchen- 
volumen . . . . . 132,8 100,0 97,5 77,9 69,7 76,2 83,6 89,3 92,6 93,4 


Das gleiche Resultat ergab sich bei einer Reihe von Salzlósungen. 
Bei meinen früheren Versuchen arbeitete ich nur mit Lösungen, 
die bis etwa zwei- bis dreimal so große osmotische Konzentration 
aufwiesen wie das Plasma (Gefrierpunktdepression = 1,50). Arbeitet 
man mit noch konzentrierteren Lösungen, so wird es einerseits über- 
aus schwer sein, die Blutkörperchen quantitativ abzuzentrifugieren, 


1) Diese Zeitschr. 123, 1921. 
2) Diese Zeitschr. 115, und 120. 
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und andererseits würde die weitere Volumenverminderung, die man 
erwarten könnte, falls das Schrumpfen der Blutkörperchen auch 
in den noch stärkeren Lösungen den osmotischen Gesetzen gehorcht, 
nur sehr gering sein. Aus diesen Gründen konnte es meiner Ansicht 
nach von keinem besonderen Interesse sein, mit noch konzentrierteren 
Lösungen zu arbeiten. 

Wenn die Untersuchungen von Takes aber zutreffen und für Blut- 
körperchen, die in solchen Lösungen aufgeschwemmt sind, ganz andere 
Gesetze gelten sollen als in etwas schwächeren Lösungen, so hat die 
Frage ein erneutes Interesse, weshalb ich neue Versuche über den 
Einfluß konzentrierter Salzlösungen auf das Blutkörperchenvolumen 
angestellt habe. 

Als Salzlósung wählte ich NaCl und als Versuchsmaterial Hunde- 
blut. Die Volumenbestimmungen fanden in Chonohämatokritröhren 
statt, das Zentrifugieren in einer Zentrifuge mit etwa 8000 Umdrehungen 
pro Minute. Das Zentrifugieren begann, nachdem die Blutkörperchen 
ein paar Minuten lang in der Salzlösung suspendiert worden waren. 





Na Cl | Gefundenes ¡Blutkórperchenvolumen unter der Von Takei 
A  ¡relat. A Bl 











utkórperchens Voraussetzung eines dispersen | gefundenes Blut- 














% | volumen Volumens von 400%, körpercbenvolumen 
| 
0,91 ong 100, 10 ` 100 . 100 
1,67 1,00 179 75 74 = 
50 29% 827 62,4 51,2 723 
6,7 4,95 883 682 46,8 etwa 100 
10,0 * 5,90 1050 67,4 l 45,7 — 


Aus dem Versuche geht hervor, daß in sehr konzentrierten Lösungen 
anscheinend wieder eine Volumenvergrößerung stattfindet, wenn die 
von mir gefundenen Volumenvergrößerungen auch viel kleiner sind 
als die von Taket gefundenen, indem das Blutkörperchen in den sehr 
konzentrierten Lösungen der Versuche Takeis wieder bis auf die Größe 
der Blutkörperchen bei natürlichen Verhältnissen angeschwollen sein 
kann. 

Meines Erachtens ist die Erklärung jedoch anderswo zu suchen, 
als wo Takes sie zu finden meint. Wahrscheinlich werden die Blut- 
körperchen sich in den Versuchen mit den konzentrierten Lösungen 
nicht quantitativ gesenkt haben ` obschon ich eine sehr schnell laufende 
Zentrifuge benutzte (8000 Umdrehungen pro Minute), gelang es mir 
auch bei drei- bis vierstündigem Zentrifugieren nicht, ein absolut 
konstantes Volumen zu erzielen, und die Blutkörperchensäule wurde 
auch nicht lackfarbig!). 

Je hypertonischer die Salzlösung ist, um so schwerer ist es, die 
Blutkörperchen quantitativ abzuzentrifugieren; wenn noch hinzu- 


1) Siehe Koeppe, Pflügers Arch. 107, 1905; Rich. Ege, diese Zeitschr 109. 
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kommt, daß die Blutkörperchen in der starken Salzlösung geschädigt 
werden, so daß sich beim Übergang zwischen Blutkörperchensäule 
und Flüssigkeit in der fein geteilten Hämatokritröhre Anzeichen für 
eine beginnende Hämolyse ergeben, so ist man gezwungen, die Sache 
aufzugeben. Aus den genannten Zentrifugenversuchen läßt sich daher 
nicht mit Sicherheit entnehmen, inwiefern in den stark konzentrierten 
Lösungen tatsächlich wieder ein Schwellen stattfinden wird. 

Dagegen läßt sich mit Sicherheit dartun, daß den Blutkörperchen 
nicht das von Takes gefundene Gesamtvolumen zukommen kann. 

Bei normalen Verhältnissen haben die Blutkörperchen ein spezi- 
fisches Gewicht von 1,08 bis 1,09. Wenn die Flüssigkeit, in der sie 
aufgeschwemmt sind, ein diesen Wert übertreffendes spezifisches 
Gewicht haben, werden die Blutkörperchen beim Zentrifugieren nicht 
zu Boden geschleudert werden, sondern ganz wie die Fettkügelchen 
in der Milch obenauf schwimmen, und sich um so schneller an der 
Oberfläche sammeln, je schneller man zentrifugiert. Nun findet Take: 
die Blutkörperchen (nachdem sie in Lösungen schwächerer Konzen- 
tration geschrumpft waren) in einer 6,5proz. NaCl-Lösung bis auf 
das normale Volumen angeschwollen. Da 6,5proz. Natriumchlorid 
ein spezifisches Gewicht von 1,11 hat, müssen die Blutkörperchen 
in einer derartigen Lösung obenauf schwimmen, wenn sie ihr ursprüng- 
liches Volumen und ein dementsprechendes spezifisches Gewicht von 
1,08 bis 1,09 haben; da die Blutkörperchen aber nicht obenauf 
schwimmen, sondern tatsächlich in die Hämatokritröhre abzentri- 
fugiert worden sind, müssen sie ein größeres spezifisches Gewicht 
haben als die Lösung, in der sie sich befinden. 

An der Hand dieser Überlegung kann man sich einen Begriff von 
dem Volumen der Blutkörperchen in Lösungen bilden, die so kon- 
zentriert sind, daß es nicht gelang, die Blutkörperchen quantitativ 
abzuzentrifugieren. Beträgt nämlich das spezifische Gewicht der 
Blutkörperchen unter normalen Verhältnissen 1,085 und das Volumen 
der dispersen Phase 40 %,!), so kann man das spezifische Gewicht der 
dispersen Phase berechnen; es beträgt 1,21, wonach es möglich sein 
wird, das spezifische Gewicht der Blutkörperchen bei verschiedenen 
Schrumpfungsgraden zu berechnen. 


Relatives Blutkörperchenvolumen Spezifisches Gewicht 
100 1,085 
80 1,10 
70 1,12 
65 1,13 
60 1,14 
50 1,17 
45 1,19 


1) Rich. Ege, diese Zeitschr. 130. 
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Wenn die Blutkörperchen in einer Lösung hinabsinken (oder 
abzentrifugiert werden), deren spezifisches Gewicht 1,19 ist, so 
muß das spezifische Gewicht der Blutkörperchen somit größer sein 
als 1,19, und sie müssen in so hohem Grade geschrumpft sein, daß 
ihr Volumen weniger als 45 % ihres ursprünglichen Volumens ausmacht. 

Mittels dieser Erwägung ist es möglich, sich aus Takets Versuch 
einen Begriff vom spezifischen Gewicht und somit vom Schrumpfungs- 
grad der Blutkörperchen zu machen. 

Das spezifische Gewicht einer 50 proz. Glucoselósung beträgt 1,19; 
wenn die Blutkörperchen sich in einer solchen Lösung abzentr- 
fugieren lassen, so zeigt dies, daß das spezifische Gewicht der Blut- 
körperchen größer gewesen sein muß als 1,19. Das spezifische Gewicht 
der Blutkörperchen muß also etwas größer sein als 1,19, ihr Volumen 
also etwa 45%, des ursprünglichen oder weniger betragen; nach dem 
van `t Hoff- Boyle- Mariotteschen Gesetz ist zu erwarten, daß die Blut- 
körperchen in einer 50proz. Glucoselósung ein Volumen von 43% 
oder weniger einnehmen werden, da das Schrumpfen — wie dargetan!) 
— infolge der rückwärtsschreitenden ‚Dissoziation‘ bei zunehmender 
Konzentration etwas kräftiger ist, als nach der osmotischen Konzen- 
tration der äußeren Flüssigkeit zu erwarten wäre. 

Nichts spricht somit dagegen, daß: das Schrumpfen in sehr kon- 
zentrierten Lösungen in Übereinstimmung mit den osmotischen Gesetzen 
verläuft, ganz wie es in weniger konzentrierten Lösungen der Fall ist!). 
Das wahre Blutkörperchenvolumen hat sich unter diesen Umständen 
nicht durch Zentrifugieren bestimmen lassen. Die von Takei angegebenen 
Volumina von Blutkörperchen in konzentrierten Salzlösungen können 
nicht korrekt sein. Durch nichts ist die Annahme gestützt, daß die in sehr 
konzentrierten Salzlösungen stattfindende Hämolyse von einem Schwellen 
der Blutkörperchen herrührt. 


1) Rich. Ege, diese Zeitschr. 130, 1922. 


Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


V. Mitteilung. 
Über das Thrombin Alexander Schmidts. 


Von 
Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 22. August 1922.) 


Nachdem wir uns in einer früheren Mitteilung!) mit den Flockungs- 
bedingungen des Fibrinogens von kolloidchemischen Gesichtspunkten 
aus beschäftigt hatten, setzten wir uns zum Ziele dieser Arbeit, die 
Natur des ‚‚Fibrinferments‘‘ näher kennen zu lernen. Der Versuch, 
diese Frage einer Entscheidung näher zu bringen, erschien uns deshalb 
lohnend, da die bisherigen Forschungsergebnisse sich vielfach durchaus 
widersprechende Deutungen lieferten, so daß von einer auch nur einiger- 
maßen gleichsinnigen Auffassung dieses biologischen Geschehens gar 
keine Rede sein kann. Es gibt wohl kaum eine Forschungsrichtung 
der letzten Jahrzehnte, die nicht auf diesem Gebiete Spuren hinter- 
lassen hätte. So sind die Erklärungsversuche zahlreich. | 

Man kann diese Versuche im allgemeinen in zwei Gruppen, die 
sich diametral entgegenstehen, zusammenfassen. Die erste Gruppe, 
deren Vater Alexander Schmidt ist, sieht in der Wirkung des Thrombins 
ein fermentatives Geschehen. Ihr gehört heute noch die Mehrzahl 
der auf diesem Gebiete arbeitenden Autoren an, und wir finden dem- 
entsprechend’ in den zusammenfassenden Darstellungen der Lehre 
von der Blutgerinnung die Fermenttheorie an erster Stelle, vielfach 
sogar ausschließlich, erörtert. Die zweite Gruppe betrachtet den Ge- 
rinnungsprozeß als rein physikalisch-chemisches Geschehen. Sie lehnt 
damit jede fermentative Wirkung ab. Diese rein kolloidchemische 
Betrachtungsweise ist schon relativ früh, aber entsprechend dem 
damaligen Stande der Kolloidchemie noch durchaus unscharf in ein- 
zelnen Arbeiten angedeutet. Erst mit dem raschen Emporkommen 
der physikalisch-chemischen Forschungsmethoden hat auch auf diesem 


1) Diese Zeitschr. 126, 1921. 
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Gebiete die . kolloidchemische Denkweise mehr in die Entscheidung 
strittiger Fragen eingegriffen. Es hat sich so von diesen Gesichts-. 
punkten aus betrachtet die Fragestellung in unserer Arbeit dahin 
zugespitzt: ist das Thrombin Alexander Schmidts ein Ferment ? 

Die äußerst interessante historische Entwicklung dieser Frage 
wollen wir heute nicht berühren, wir gehen dementsprechend in dieser 
Arbeit auch nicht näher auf die einschlägige Literatur ein, es soll dies 
erst in einer späteren Zusammenfassung geschehen. Wir beginnen 
deshalb gleich mit der Schilderung unserer eigenen Versuche und 
bemerken, daß wir von unseren zahlreichen Versuchen, die sich über 
Jahre hin erstreckten, aus Gründen der Raumersparnis nur Beispiele, 
soweit sie zur Begründung unserer Anschauungen erforderlich er- 
scheinen, beifügen. 

Wir wählten zu unseren Versuchen reine Thrombinlösungen, dar- 
gestellt nach der wohl als bekannt vorauszusetzenden Methode von 
Alexander Schmidt. Als gerinnbares Reagens diente uns eine nach 
der Methode von Hammarsten bereitete Fibrinogenlösung. Es erschien 
uns zunächst wichtig, die Frage zu entscheiden, ob ein Eiweißgehalt 
der Thrombinlösung zur Auslösung der Gerinnung überhaupt erforderlich 
ist. Es finden sich in der Literatur Angaben über eiweißarme und 
trotzdem wirksame Thrombinlósungen!*). Von Howell wurde auch 
eine diesbezügliche besondere Darstellungsmethode des Thrombins 
angegeben. Wir enteiweißten nun wirksame Thrombinlósungen nach 
verschiedenen Verfahren. Die Lösungen wurden als eiweißfrei be- 
trachtet, wenn sie, mit einer 20proz. Sulfosalicylsäure versetzt, voll- 
kommen klar blieben. In einer ersten Versuchsreihe benutzten wir 
zur Enteiweißung absoluten Alkohol. Die Thrombinlösung wurde 
so lange mit Alkohol versetzt, bis sich das Filtrat auf Sulfosalicylsäure- 
zusatz vollkommen klar verhielt. Dann wurde der Alkohol im Vakuum 
abgedunstet und die Flüssigkeit auf das ursprüngliche Volumen, eben- 
falls im Vakuum, eingeengt. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Thrombinlösung nach 
schwacher Ansäuerung durch Essigsäure mit Kaolin ausgeschüttelt, 
bis die Sulfosalicylsäurereaktion negativ war. Die Essigsäure sorg- 
fältig neutralisiert und wieder im Vakuum zum ursprünglichen Volumen 
eingeengt. | 

In einer dritten Versuchsreihe wurde die Enteiweißung mit kolloi- 
dalem Eisen ausgeführt und die vollkommen eiweißfreien Lösungen 
ebenfalls wieder im Vakuum eingeengt. 

Es zeigte sich nun in allen Versuchsreihen, daß völlig eiwesßfreie 
Thrombinlösungen in Fibrinogenlösungen keine Gerinnung mehr hervor- 


1) W. H. Howell, Americ. Journ. of Phys. 26, 1910. 
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rufen. Die Versuche verliefen alle übereinstimmend, einerlei, welche 
EnteiweiBungsmethode durchgeführt worden war, wir glauben deshalb, 
auf die Anführung der Protokolle verzichten zu können. Es muß 
aber die Sulfosalicylsäurereaktion vollkommen negativ sein, um den 
Einfluß des Thrombins auf die Gerinnung aufzuheben. - 

Minimale Spuren von Eiweiß genügen, um eine Gerinnung in 
Fibrinogenlósungen hervorzurufen. Eine in Thrombinlösungen auf 
Sulfosalicylsäurezusatz eben noch nachweisbare, minimale Opaleszenz 
reicht zur Auslösung der Fibringerinnung aus. Nur der zeitliche Faktor 
wird dabei wesentlich verschoben. Die Gerinnungszeit ist direkt ab- 
hängig von dem Eiweißgehalt der Thrombinlösung. Wir konnten uns 
davon überzeugen in Versuchen, in denen die Thrombinlösungen durch 
sukzessiven Zusatz von Alkohol und Weiterverarbeitung in der oben 
angegebenen Weise auf verschiedenen Eiweißgehalt gebracht wurden, 
gemessen an der Stärke der Sulfosalicylsáurereaktion. Je schwächer 
die Sulfosalicylsäurereaktion war, um so langsamer trat die Gerinnung 
ein. Eine stark wirkende Thrombinlösung, die (10 Tropfen Thrombin 
auf Leem Fibrinogen) die Thrombinlösung in 10 Minuten zur Ge- 
rinnung brachte, brauchte nach ihrer Enteiweißung bis auf Spuren 
(schwache Opaleszenz auf Sulfosalicylsäurezusatz) 24 Stunden, um zu 
demselben Ergebnis zu gelangen. 

War so die Anwesenheit von Eiweiß in den Thrombinlösungen 
für deren Wirksamkeit als Bedingung erkannt, so erschienen uns 
Versuche, durch Dialyse von Thrombinlösungen das wirksame Prinzip 
im Dialysat zu finden, von vornherein durchaus unwahrscheinlich. 
Diese Vermutung wurde auch durch die diesbezüglichen Untersuchungen 
bestätigt. 

Wir benutzten zur Dialyse die Dialysierhülsen von Schleicher 
& Schüll, meistens aber nach der üblichen Methode dargestellte Kollo- 
diumhúlsen. Die Thrombinlösungen wurden vor der Dialyse auf ihre 
Wirksamkeit geprüft. Die Dialyse dauerte 24 bzw. 48 Stunden unter 
Toluol. In jede Hülse wurden 10 ccm der vorher geprüften Thrombin- 
lösung gebracht und gegen ebensoviel destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach Abschluß der Dialyse wurde das Dialysat direkt oder, nachdem 
esim Vakuum auf die Hälfte des Volumens eingeengt war, zum Versuch 
verwandt. Als Kontrolle diente der Dialysierhülseninhalt. Die Dialysate 
wurden alle mit Sulfosalicylsäure auf Eiweiß geprüft. Solche Dialysate, 
bei denen auf Grund einer fehlerhaften Hülse Eiweiß durchgetreten 
war, wurden verworfen. Die Beobachtungszeit dauerte 48 Stunden. 
War nach Ablauf dieser Zeit keine Gerinnung eingetreten, so wurde 
der Versuch als negativ betrachtet. 

Wir führen nun im folgenden aus den durchaus gleichsinnig ab- 
gelaufenen Versuchen ein Beispiel an. 

Biochemische Zeitschrift Band 134. 16 


242 B. Stuber u. M. Sano: 




















Tabelle I. 
Nr. | | Menge Fibrinogen | Gerinnung 
EE | „Tropfen ccm 5 
l | Thrombin 2proz. wásserige Lösung 15 1 in 15Minuten 
| geronnen 
2 | 24 Stunden Dialysat direkt d 15 1 negativ 
3 / 24 Stunden Dialysat eingeengt . 15 , 1 | negativ 
4| Inhalt der Dialysierhúlse . . . 15 `, 1 in 20 Minuten 
Ä geronnen 
5 || 48 Stunden Dialysat direkt . . 15 | 1 negativ 
6 || 48 Stunden Dialysat eingeengt . 15 | 1 negativ 
7 || Inhalt der Dialysierhülse . . . 15 1 in 30 Minuten 
| geronnen 


Wir sehen also, was nach dem Obengesagten auch zu erwarten 
war, eiwerßfreie Dialysate des Thrombins sind völlig unwirksam. Es 
finden sich in der Literatur Angaben über eine Instabilität der Fibri- 
nogenlósungen!). Wir haben deshalb in unseren Untersuchungen 
besonders darauf geachtet. Es war nach den Untersuchungen von 
Sorensen?) und Michaelis?) wahrscheinlich, daß für die Stabilität der- 
artiger Lösungen weniger der Eiweiß-, als vielmehr der Salzgehalt 
eine Rolle spiele. Wir bemerken, daß in allen unseren Versuchen die 
Fibrinogenlösungen immer genau in derselben Weise nach der Hammar- 
stenschen Methode dargestellt wurden. Ausgangsmaterial war immer 
Pferdeoxalatblut. Die zwecks Reinigung nötige Umfällung wurde 
immer viermal vorgenommen. Es wurde nur sicher kalkfreie Kochsalz- 
lösung zur Fällung benutzt. Am sichersten und einfachsten erscheint 
uns die Kalkfreiheit der Kochsalzlösung nach dem von Wohlgemuth 
angegebenen Verfahren?) erreichbar. Die letzte Fällung wurde gut 
ausgepreßt, um die anhaftende NaCl-Lösung möglichst zu entfernen. 
Nach Lösung in Aqua destillata erhält man so Fibrinogenlösungen 
von einem NaCl-Gehalt von etwa 2%. 

Wir prüften nun zunächst den Einfluß einer verschiedenen Koch- 
salzkonzentration der Fibrinogenlósung auf den Ablauf der Thrombin- 
gerinnung. Das'Na Cl wurde nach det, Bong schen Mikromethode bestimmt, 
der Eiweißgehalt wurde nach Esbach ermittelt. Wir fügen im folgenden 
aus unseren Versuchsreihen zwei Tabellen zur Orientierung bei. 


Die Prozente NaCl der Tabellen II und III beziehen sich auf das ganze 
Gerinnungsgemisch (als inklusive Thrombinlósung). Wir entnehmen aus 
diesen Versuchen, daß der NaCl-Gehalt auf den Ablauf der Gerinnung von 
erheblicher Bedeutung ist. Das Optimum liegt bei 1 bis 2% NaCl. Die 
Tabellen IV und V geben einen Überblick über den Einfluß der Eiweiß- 
konzentration der Fibrinogenlósungen auf den Gerinnungsprozeß. 


1) E. Herzfeld und R. Klinger, diese Zeitschr. 71, 1915. 

2) S. P. L. Sörensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 

3) L. Michaelis, diese Zeitsehr. 47, 1912. 

4) J. Wohlgemuth, Grundriß der Fermentmethoden, Berlin 1913. 
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Tabelle II. 
Fibrinogen a Der | (ae wässerige Gerinnungs» 
E.weiß;chalt | Na CLGehals A rombinlösung zeit 
zadr — w 1 use i 22 ¡A eem _ Minuten 
2 | 1 i 8 3 1 19 
3 i l 8 4 1 23 
4 | l 8 5 l 25 
5 | 1 8 6 1 25 
6 ` 1 8 8 1 25 
2. l 8 10 1 25 
Tabelle III. 
Fibrinogen 12 roz. Wásserige Gerinnungs 
Ne Menge Eiweißgehalt Na Tele SE EEN ze 
—— |. GE Minuten ` ` 
=== - PA 
I u ~ 1 14 
2 | 1 4 1 16 
3 | 1 4 l 18 
4 | 1 4 1 | 20 
5 | 1 4 1 | 23 
6 | 1 4 | ] | 1 | 23 
Tabelle IV. 
o Fibrinogen | 2 proz. wässerige | Gerinnungss 
Menge Eiweißgehal | NaClGebalt p arombinlöaung zeit 
u %o__ ccm Minuten 
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Es zeigt sich, wie aus Tabelle IV und V zu ersehen ist, daß die 
Eriweißkonzentration der Fibrinogenlösung für die Thrombingerinnung 
ohne wesentliche Bedeutung ist. Die Unabhängigkeit des Gerinnungs- 
ablaufes von der Eiweißkonzentration erscheint uns bemerkenswert, 
um so mehr, als gerade wieder in neuester Zeit Veränderungen der 
Blutgerinnung im Sinne einer Verzögerung, wie sie öfters bei Störungen 
der Drüsen mit innerer Sekretion klinisch zur Beobachtung kommen, 
vielfach auf eine verminderte Fibrinogenmenge zurückgeführt werden. 
Unsere Versuche sprechen nicht in diesem Sinne. Unseres Erachtens 
könnte eine Herabsetzung des Fibrinogengehaltes des Blutes für die 
erwähnten pathologischen Zustände ätiologisch nur dann von Be- 
deutung sein, wenn sie nahezu einem vollständigen Fehlen gleich- 
käme. Eine größere Bedeutung käme nach unseren Untersuchungen 
den Neutralsalzen zu, wie aus den Tabellen II und III ersichtlich ist, 
vor allem kommen aber in dieser Hinsicht die zweiwertigen Kationen 
in Betracht, speziell die Kalksalze, wie wir schon in unserer früheren 
Arbeit!) auf Grund physikalisch-chemischer Betrachtungen nach- 
gewiesen haben. Eine Spontangerinnung der Fibrinogenlösungen bei 
der Dialyse, sowohl gegen Wasser als gegen Kochsalzlösungen von 
gleichem Prozentgehalt, wie sie von Herzfeld und Klinger beobachtet 
wurde, haben wir nie feststellen können. Wohl tritt bei mehrtägiger 
Dialyse unter Toluol, vor allem gegen Wasser, öfters ein geringer 
flockiger Bodensatz auf, aber eine Gerinnung ‚bis zum geleeartigen 
Erstarren der ganzen Flüssigkeit‘ haben wir auch bei langdauernder 
Dialyse nie gefunden. Ein bestimmter optimaler Kochsalzgehalt und 
völlige Kalkfreiheit erscheint für die Stabilität der Fibrinogenlösung 
von Bedeutung. Es ist nicht unmöglich, daß das Fibrinogen der ver- 
schiedenen Tierarten in dieser Hinsicht sich verschieden verhält. Die 
oben genannten Autoren arbeiteten mit Rinderoxalatplasma, während 
unsere sämtlichen Versuche mit Pferdeoxalatplasma angestellt wurden. 
Nicht unmöglich erscheint uns, daß bei den Dialyseversuchen der 
genannten Autoren die Membranadsorption eine Rolle spielte, da, 
wie aus unseren weiteren Ausführungen ersichtlich werden wird, wenig 
stabile Fibrinogenlösungen schon gegen geringe Änderungen des Lösungs- 
mittels empfindlich sind. 

Wie wir eingangs dieser Arbeit erwähnt haben, ist der EiweiB- 
gehalt der Thrombinlösung von absoluter Bedeutung für deren Wirk- 
samkeit. Eiweißfreie Thrombinlösungen rufen keine Gerinnung mehr 
hervor. Auch das Thrombindialysat ist völlig wirkungslos. Überlegt 
man sich nun, welcher Art die Eiweißkörper der Thrombinlösung 
sind, vor allem auch unter Zugrundelegung physikalisch-chemischer 


1) B. Stuber und A. Funck, l.c. 
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Gesichtspunkte, so möchten wir zunächst daran erinnern, daß das 
Thrombin Alexander Schmidts durch Alkoholfällung des Serums ge- 
wonnen wird. Die wirksame Substanz ist also das Alkoholpräzipitat, 
das ein Gemenge von Albumin und Globulin darstellt. Es ist auch 
eine bekannte Tatsache, daß das Eiweißpräzipitat lange Zeit mit dem 
zur Fällung benutzten Alkohol in Berührung bleiben kann, ohne daß 
seine Wirksamkeit beeinträchtigt wird. Also auch die irreversible 
Fällung vermindert die Wirkung nicht. Es handelt sich so bei den 
Eiweißkörpern der Thrombinlösung einfach um eine Emulsion von 
denaturiertem Serumalbumin und Globulin. 

Es war nun der Gedanke naheliegend, daß beim Zusammen- 
bringen eines derartigen denaturierten Eiweißgemisches, i. e. Thrombin, 
mit Fibrinogen, durch eine Quellung des denaturierten Thrombin- 
eiweißes das Fibrinogen in den stabilen Zustand, d. h. in die 
Gerinnung, übergeführt werden könnte. Eine ähnliche Anschauung 
wurde schon von Hekma!) vertreten. Hekma sieht in dem Fibrin 
nichts anderes als das Gel des Fibrinogens. Er faßt das Fibrinogen 
als das Alkalihydrosol des Fibrins auf. Hekma betrachtet also, rein 
chemisch gedacht, Fibrin und Fibrinogen als identische Körper. Seine 
Beweisführung erscheint uns zwingend. Er weist auch, unseres Er- 
achtens mit Recht, auf eine Arbeit von Hammarsten sich stützend, 
auf die geringen, in den Fehlerquellen der Methode liegenden Unter- 
schiede in den Elementaranalysen beider Substanzen hin. Stellt man 
sich auf den Standpunkt Hekmas von der Identität des Fibrins und 
Fibrinogens im chemischen Sinne, und wir möchten ihm in dieser 
Hinsicht zustimmen, so dürfte in einer solchen Auffassung kein Raum 
mehr für ein Fibrinferment übrig bleiben. Nun hat schon Hekma die 
Frage aufgeworfen, ob das Thrombin nicht dem Fibrinogen, dem 
Alkalihydrosol des Fibrins, das für seine Lösung nötige Alkali entziehe 
und so die Gerinnung bewirke, ohne allerdings für diese Ansicht experi- 
mentelle Beweise zu bringen. Unsere eigenen Untersuchungen führten 
uns nun schrittweise zu ganz ähnlichen Überlegungen, die wir nun 
auch zu beweisen versuchten. Wir gingen zunächst dabei so vor, daß 
wir Thrombin und Fibrinogen durch eine semipermeable Membran 
trennten. Ist unsere Vorstellung von der ursächlichen Quellung des 
Thrombins beim Gerinnungsprozeß richtig, so muß sich dieser Einfluß 
auch durch die Membran hindurch auf das Fibrinogen bemerkbar 
machen. Das war der Schluß, den wir aus unseren seither gewonnenen 
Anschauungen zogen. Als Membranen benutzten wir Tonkerzen, 
Pergamenthülsen (Schleicher & Schüll) und vor allem wieder selbst 
angefertigte Kollodiumhülsen. Die Membranen wurden vor den Ver- 


!) Internat. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 1915. 


246 B. Stuber u. M. Sano: 


suchen gut gewässert. Speziell bei den Pergamenthülsen ist wegen 
eines eventuellen Schwefelsäuregehaltes diese Vorsicht besonders ge- 
boten. Ferner wurden sämtliche Membranen vorher in 24 bzw. 28stün- 
digen Dialyseversuchen mit Thrombin gegen Wasser auf ihre Eiweiß- 
undurchlässigkeit geprüft. Das Thrombin wurde in wässeriger Lösung 
oder in einer Kochsalzlösung von dem gleichen Gehalt wie die Fibri- 
nogenlösung in den Versuch eingestellt. Um sicher zu sein, daß im 
letzten Falle Thrombin- und Fibrinogenlösung den gleichen Kochsalz- 
gehalt besitzen, wurde, nachdem der Kochsalzgehalt der Fibrinogen- 
lösung ermittelt war, letztere gegen eine Kochsalzlösung von gleichem 
Gehalt mehrere Tage dialysiert. Auf diese Weise konnte mit Sicherheit 
angenommen werden, daß sich kleine, wohl kaum vermeidbare Diffe- 
renzen bei der Darstellung der entsprechenden Kochsalzlösung während 
der mehrtägigen Dialyse völlig ausgleichen. Diese Kochsalzlösung 
wurde dann zur Bereitung des Thrombins verwandt. Wir betonen 
nochmals, daß wir während dieser Dialyse niemals Spontangerinnungen 
unserer Fibrinogenlösungen beobachteten, so daß damit diesbezügliche 
Kontrollversuche als erledigt betrachtet werden konnten. Wir geben 
nun im folgenden einige Beispiele unserer Versuche tabellarisch wieder. 














Tabelle VI. 
u 
Art der Membran Membraninbalt | Außenflüssigkeit zeit 
i A E ees Stunden 
Collodium. . .' l proz. wásserige | Fibrinogen 48 
| Thrombinlösung ` 
Pergament . . l proz. wässerige Fibrinogen 96 
Thrombinlósung | 
Pergament . . . 1]proz. wásserige Fibrinogen mit 5 proz. 60 
| Thrombinlösung Na Cl-Gehalt 
Tonkerze . l proz. wässerige Fibrinogen mit 5 proz. 24 
,  Thrombinlósung NaCl-Gebalt 
Collodium. . . „` 1proz. wässerige Fibrinogen mit 5 proz. 36 
| ` Thrombinlósung | NaCl-Gehalt 


Steigert man die Thrombinkonzentration, so kann der Gerinnungs- 
ablauf beschleunigt werden. 











Tabelle VII. 
` WEI EE GEN EN | np 
Art der Me nbran | Membraninhalt Außenflüssigkeit | zcit 
AAA AA ed Srußden 
en nenn gece, SE EE = 
Collodium. . . . 5proz. Thrombinlösung | Fibrinogen in 1,1 proz. 36 
| in l,l proz. NaCl NaCl, 3,7 prom. Eiweiß 
Collodium. . . |5 proz. Thrombinlösung Fibrinogen in 2,2proz. 36 
' in 2,2 proz. NaCl NaCl, 7,4 prom. Eiweiß | 
Collodium. . . 10proz.Thrombinlósung Fibrinogen in 5 


in 1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl. 
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Zur Kontrolle wurden noch Versuche mit anderen quellbaren 
Substanzen, wie Gelatine und Stärke, ausgeführt. Wir führen als 
Beispiel einen solchen Gelatine-Stärkeversuch an. 





Tabelle VIII. 

Art der Membran | Membraninbalt Außenflüssigkeit | Gerinnungazeit 
5 en See Seen ESCHER , Stunden 
Collodium. . . Gelatine in Fibrinogen in 6 

1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl 
Collodium. . . Stärke in Fibrinogen in a en Bun = 

1,35 proz. NaCl 1,35 proz. NaCl | kleiner Fibrinogen» 

i rest ungeronnen. 

Collodium. . . Gelatine in Fibrinogen in 

2 proz. NaCl 2 proz. NaCl 


Die Gelatine wurde nach den Vorschriften von Bechhold vor dem 
Versuch salzfrei dialysiert und auf neutrale Reaktion geprüft. War 
trotzdem noch saure Reaktion vorhanden, so wurde sorgfältig neutra- 
lisiert. 

Bei allen Versuchen mit gleichem Salzgehalt der Innen- und 
Außenflüssigkeit wurde so vorgegangen, daß der Flüssigkeitsspiegel 
in der Dialysierhülse und Außenflüssigkeit gleich hoch standen. Man 
konnte dann während des Versuches sehr leicht die Quellung der in 
der Dialysierhülse befindlichen Substanz an dem Hoóhersteigen des 
Flússigkeitsspiegels beobachten. Besonders deutlich und vor allem 
beinahe sofort einsetzend, zeigt sich das bei der Gelatine, auch beim 
Thrombin konnte diese Quellung sehr deutlich nachgewiesen werden. 
Am langsamsten erfolgte diese Quellung bei der Stärke, darauf dürfte 
die nicht vollständige Gerinnung zurückzuführen sein. Es ist auf 
den optimalen Quellungsgrad die Dicke der Kollodiumhülse von wesent- 
lichem Einfluß. Das diesbezügliche Optimum gelang uns erst nach 
längerer Übung. Alte, nicht mehr vollkommen durchsichtige Kollodium- 
hülsen sind unbrauchbar. Wir versuchten nun, auch eine exakte Druck- 
messung während des Gerinnungsprozesses durchzuführen. Wir be- 
nutzten dazu ein Osmometer nach Zsigmondy. Als Innenflüssigkeit 
dienten wieder Gelatine- und Thrombinlösungen mit demselben Koch- 
salzgehalt wie das Fibrinogen der Außenflüssigkeit. Es ließ sich nun 
während des Gerinnungsprozesses beim Thrombin ein deutlicher Druck- 
anstieg um 1 bis 2 mm nachweisen. Nach vollendeter Gerinnung trat 
allmählich wieder ein Ausgleich ein. Bei den Gelatineversuchen war 
der Druckanstieg sehr rasch und so stark, daß das 25 cm hohe Steigrohr 
nicht ausreichte und die Gelatine überfloß. 

In allen Versuchen, mit Ausnahme der Stärkeversuche, war die 
Gerinnung der Fibrinogenlösung eine vollständige, so daß die gesamte 
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Fibrinogenmasse völlig erstarrt war. Wie schon oben erwähnt, führen 
wir die nicht ganz vollständige Gerinnung in den Stärkeversuchen 
auf die langsame Quellung unserer Stärke zurück, wodurch es zunächst 
zur Gerinnung der der Hülse zunächst gelegenen Fibrinogenteilchen 
kommt und dann durch diesen Mantel von geronnenem Fibrinogen 
um die Hülse herum der weitere osmotische Prozeß gestört wird. Es 
zeigte sich in allen unseren Versuchen übereinstimmend, daß die Ge- 
rinnung am raschesten und vollständigsten eintrat, wenn die zu deren 
Auslösung benutzte quellbare Substanz nicht nur intensives, sondern 
auch rasches Quellungsvermögen hatte. In allen Versuchen wurden 
zur Kontrolle die Wasserdialysate der verwandten Thrombin-, Gelatine- 
und Stärkelösungen, genau wie in den eingangs beschriebenen Ver- 
suchen, in derselben Anordnung geprüft. In keinem einzigen Falle 
trat auch nur eine Spur von Gerinnung, ein. 

Wir hätten also durch diese Versuche die Tatsache festgestellt, 
daß das Thrombin, auch wenn es durch eine semipermeable Membran 
vom Fibrinogen getrennt ist, das letztere zur Gerinnung bringt, daB ferner 
Gelatine und Stärke unter denselben Bedingungen dieselbe Wirkung 
hervorrufen. Es konnte während dieses Vorganges eine deutliche 
Quellung der die Gerinnung erzeugenden Substanzen nachgewiesen 
werden. Es konnte gezeigt werden, daß den Dialysaten der wirksamen 
Substanzen dieser Einfluß nicht zukommt. Auf Grund dieser Tat- 
sachen schien uns die Erklärung die wahrscheinlichste, die diejenige Eigen- 
schaft, die den wirksamen Substanzen gemeinsam nachgewiesen werden 
konnte, als Grundlage hat. Das ist die Quellung. Wir haben uns so 
die Vorstellung gebildet, daß durch die Quellung dieser Substanzen dem 
Fibrinogen, das zum Teil ionisiert bzw. hydratistert in der Lösung vor- 
handen ist, sein Lösungsmittel, an erster Stelle sein Hydratwasser, ent- 
zogen und so die Gerinnung eingeleitet wird. So erklärt sich die besonders 
rasche Wirkung in den Gelatineversuchen als Ausdruck ihres speziellen 
Quellungsvermógens. Aber auch die nachgewiesene Quellung des 
Thrombins dürfte wohl verständlich sein, da es ja auf Grund seiner 
Darstellung nichts anderes ist als ein Gemisch von dehydratisierten 
Eiweißkörpern. Daß diese Wirkung des Thrombins beim Erhitzen 
desselben verloren geht, was wir bestätigen können, ist, physikalisch- 
chemisch betrachtet, nicht verwunderlich, da ja die Hitzekoagulation 
eine weit stärkere Denaturierung des Eiweißes bewirkt als die Alkohol- 
fällung, was ja schon in der anfänglich noch vorhandenen Reversibilität 
der letzteren zum Ausdruck kommt. Ob es sich bei dem Fibrinogengel 
um ein reversibles oder irreversibles Gel handelt, man könnte sich 
im letzteren Falle dann die sogenannte Fibrinolyse als eine Ärt Pepti- 
sation vorstellen, darüber können wir heute noch nicht urteilen. In 
einzelnen Versuchen ist uns eine Umkehrung des Gerinnungsprozesses, 
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mit Gelatine sogar mehrmals hintereinander, gelungen, auch beim 
Thrombin. Warum diese Reversibilität nicht immer eintrat, vermögen 
wir jetzt noch nicht zu entscheiden, wir möchten deshalb auch noch 
nicht weiter darauf eingehen und behalten uns vor, später darüber 
zu berichten. 

Wir möchten so zusammenfassend sagen: das Wesen der Thrombin- 
wirkung besteht in einem reinen Quellungsprozeß, wodurch dem Fibrinogen 
sein Lösungsmittel entzogen wird und dadurch die Gerinnung erfolgt. 
Diese kolloidchemische Erklärung der Thrombinwirkung lehnt deren 
Fermentnatur ab. Wir sehen in dem Thrombin Alexander Schmidts 
ein artifizielles Produkt, dessen rein physikalisch-chemische Beeinflussung 
des Gerinnungsablaufs in der Art seiner Darstellung begründet ist. 


Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


VI. Mitteilung. 
Über die Wirkungsweise der Thrombokinase. 


Von 
Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegangen am 22. August 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir haben schon in einer früheren Arbeit!) den Nachweis zu 
erbringen versucht, daß die Wirkung der Thrombokinase an die in 
ihr enthaltenen ätherlöslichen Stoffe gebunden ist. Wir hatten damals 
die Ansicht geäußert, daß diese wirksamen Substanzen höchst wahr- 
scheinlich lipoiden Charakter besäßen. Wir haben nun diese Unter- 
suchungen zu vervollständigen versucht. Vor allem erschien es uns 
nötig, auch in dieser Arbeit, wie in der vorhergehenden, mehr kolloid- 
chemische Gesichtspunkte in den Vordergrund treten zu lassen. Es 
ist ja bei der Beurteilung des Wesens der Thrombokinase ähnlich wie 
beim Thrombin. Auch in ihrer Wirkung erblicken die meisten Autoren 
ein Fermentgeschehen. War uns diese Vorstellung von dem Ferment- 
charakter der Thrombokinase schon auf Grund unserer oben erwähnten 
früheren Untersuchungen sehr zweifelhaft: geworden, so schienen uns 
jedoch noch weitere experimentelle Daten unbedingt erforderlich, 
die wir nun im folgenden kurz zusammenfassend schildern möchten. 

Wir benutzten für sämtliche Versuche Leberthrombokinase vom 
Kaninchen. Dieselbe war nach den Vorschriften von Morawitz her- 
gestellt. Das Plasma, dem meist 2°/,, Oxalat zugesetzt war, stammte 
ebenfalls vom Kaninchen, und zwar, soweit es die Versuche ermög- 
lichten, vom gleichen Tiere wie die zu prüfende Kinase. 


Extraktion der Thrombokinase. 

Als Extraktionsmittel benutzten wir absoluten Alkohol und leicht 
siedenden Petroláther. Die Extraktion wurde in verschiedener Weise 
ausgeführt. Das eine Mal wurde jede Erwärmung vermieden und in 
CO,- Atmosphäre lichtgeschützt gearbeitet, das andere Mal wurde 


1) B. Stuber u. R. Heim, diese Zeitschr. 77, 1916. 
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die Leberkinase rasch getrocknet und in der üblichen Weise im Soxhlet 
auf dem Wasserbade extrahiert. 

Bei der ersten Methode wurde die frische blutfreie Leber sofort 
zerhackt, dann in dunkler Flasche sofort mit derselben Menge Alkohol 
in CO,-Atmospháre auf der Schüttelmaschine 3 bis 4 Stunden ge- 
schüttelt; während dieser Zeit wurde der Alkohol mehreremal erneuert, 
bis er farblos blieb, danach wurde noch mehreremal mit Petroläther 
ausgeschüttelt, die Extrakte vereint und im dunklen Vakuum über 
Schwefelsäure zur Trockne verdunstet. Der ganz schwach gelb gefärbte 
Rückstand in physiologischer NaCl-Lösung emulgiert. Es ist unserer 
Erfahrung nach in der Wirkung der Extrakte kein Unterschied, ob 
man die frische Leber direkt extrahiert, oder ob man zuerst nach den 
Morawitzschen Angaben die Kinase durch Kochsalzextraktion zu- 
bereitet und diese dann mit Alkohol fällt, abfiltriert und den Rückstand 
mit Alkohol und Petroläther, wie oben beschrieben, weiter behandelt, 
sämtliche Filtrate vereint und im Vakuum abdunstet. 

Bei der zweiten Methode wurde die frische Leber gut zerhackt, 
durch ein Sieb gepreßt und dann in dünner Schicht auf paraffinierte 
Glasplatten ausgebreitet, Luft darüber geleitet und so in wenigen 
Stunden getrocknet, dann das fein gemahlene Trockenpulver im Soxhlet 
2 bis 4 Tage mit Alkohol und nachfolgend ebenso lange mit Petrol- 
äther extrahiert, die stark gefärbten Extrakte vereint, im Vakuum 
eingedunstet und dann wieder in physiologischer NaCl-Lösung emulgiert. 

Beide Methoden lieferten durchaus verschiedene Frgebnisse. 
Wir geben im folgenden aus unseren Versuchsreihen einige Beispiele 
wieder. Wir führen zuerst die Versuche mit den Alkohol-Petroläther- 
extrakten, die in der Kälte unter Lichtausschluß in CO,-Atmosphäre 
dargestellt wurden, an. Die Extrakte wurden in derselben Menge 
verwandt wie die als Kontrolle dienende frische Kinase, als weitere 
Kontrollen dienten eine 1proz. Tierkohle, Wasser und der extrahierte 
Rückstand, der nach Verdunsten des Alkohols und Petroläthers mit 
physiologischer NaCl-Lösung zerrieben wurde. Da die Alkohol-Petrol- 
ätherextrakte eine minimale saure Reaktion zeigten, wurde ein Teil 
derselben mit n/10 NaOH neutralisiert und so in den Versuch eingestellt. 
Sämtliche Extrakte sind eiweißfrei. 

Ein wesentlich anderes Ergebnis lieferten die Versuche mit den 
Alkohol-Petrolätherextrakten, die nach der zweiten Methode, bei der 
keinerlei Rücksicht auf Temperatur, Luftsauerstoff und Licht genommen 
wurde, dargestellt worden sind. Wir geben aus den vollkommen über- 
einstimmenden Versuchen im folgenden ein Beispiel wieder. 

Die Versuchsergebnisse mit den Alkohol-Petrolätherextrakten der 
Thrombokinase sind, je nach der Darstellungsweise, wie aus den Ta- 
bellen I bis III zu ersehen ist, durchaus verschieden. Die Gründe 
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Tabelle I. 


Frisches Kaninchenoxalatplasma (2%). 














5 proz. Ca Cl, Ge 


Nr." um Zusatz Ca 
u com |O O BEE | Tropfen ; Minuten 
D E ins, Aë an. i 
| | Alkohol-Petrolätherextrakt: 
l; 1 :1Tropfen. . 2.2 oo Em. 2 | 47 
2j 1 .2 A 2 ' 4,6 
E O A | 2 | 64 
| Alkohol-Petrolätherextrakt neutral.: ` 
4 | l ,1Tropfen. . 2.2.22 2220. a are 2 6,0 
6,112 A et en | 2 5.0 
6 | 1 ee E AA A la | 2 6,2 
| Thrombokinase : 
7 | 1 |1Tropfen. .. 2.2.2222 2220 | 2 5,0 
8 1 ek ras a a el 2 4,9 
UTE O A a da o a I 2 59 
| | lproz. Tierkohle: 
197. 1 ' 1Tropfeħn...... aoaaa aa’ | 2 1,1 
11; 1012 ENEE | 2 1,1 
12| 1 3 A A o A a | 2 94 
" 
Extrahierte Kinase, Rückstand: | 
13 1  1Tropfen...... an e e ie | 2 11,7 
14 1 2 ee ers ii | 2 12.8 
LAR ee UE 12.9 
Tabelle II. 
Kaninchenoxalatplasma, frisch (2°/,, Oxalat). 
Pasma ` Seen th Gerinnunge 
Nr. Zusatz l j zeit 
gem S GE ~: _ Tropfen Minuten ` 
| Frische Thrombokinase: 
1 | l . + LTroplot 5°, erea e a E ae 2 43 
2 1 2 no A de ter 2 3,6 
3 | 1 '3 ee A e 2 35 
| : Alkohol-Petrolätherextrakt: 
4! 1 1Tropfen. . 2.2.2222. 2 3.6 
A e e EC ee a S 2 45 
6 l 3 A 2 49 
| Alkohol-Petrolátherextrakt neutral. : 
7 l l Tropfen. cial a a Are 2 3,9 
8 1 2 ae As E ee eet ned ' 2 4,8 
9; 1 3 b A a a ee 2 3.6 
d | Extrahierte Kinase, Rückstand: 
10 1 | 1Tropften.. » =». se u aa a na 0% 2 6.5 
1 2 EE | 2 6.3 
12 1 3 A PA E e e Oa 2 T5 
W asser E 
13 1 l Tropfen. :: l. 00%. e E | 2 7.0 
14 1 ee ee 2 1,8 
15 l 3 e O A tere 2 69 
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Tabelle III. 
Frisches Kaninchenoxalatplasma (2 °/,,)- 

er E SNE | en 

Nr. Zusatz apro Ca "eet ` 
en I. o l Tropfen 1 Minuten 
| Frische Thrombokinase: 

l1 1 1ıTropfen. ..2.2 222 20. 2 4,3 
A Ve A EE E T 2 3,8 
3 1 3 ie O NR na Ar en 2 3,5 

| Alkohol-Petrolätherextrakt: 
4 1 I Tropfen... . 2222 2 2 2 22... 2 11,3 
5 1 2 SECHER 2 8,8 
6e E AA 2 10,6 

} | Alkohol-Petrolätherextrakt neutral.: 
7” E „1 Tropfen... wa ww ne 2 9,3 
8 1 2 E A 2 9,3 
E A | 2 10,5 

Extrahierte Kinase, Rückstand: 

0 1 | 1Tropfen. . 2.222 2222. 2 10,8 
nn. 1. y aa e a AE 2 7,5 
12 1 E ee ae EE 2 14,5 

| | Wasser: 
3 1 :1ıTropfen. .. 2.2.2.2 2 22 nn. 2 9,3 
4 1 | E A 2 10,8 
lo Me BO Er en ei 2 9,0 

l proz. Tierkohle: . 

6 l 1 Tropfen. 2.2.5 sh ae ei 2 9,5 
O SKS A aea a e an | 2 1,5 
18 1.3 2 1 75 





dafür dürften nicht allzu schwer zu finden sein. Es handelt sich bei 
den wirksamen Stoffen der Kinase um anscheinend sehr leicht zersetz- 
bare Substanzen, die unter dem Einfluß von Wärme, Luftsauerstoff 
und Licht leicht zerstört werden. So sehen wir, daß diejenigen Extrakte, 
die in der Kälte, in CO,-Atmosphäre und unter Lichtschutz dargestellt 
wurden, ihre volle Wirksamkeit bewahren (s. Tabelle I und II), während 
diejenigen Extrakte, die mit der üblichen Wärmeextraktion zubereitet 
wurden ohne Beachtung besonderer Kautelen, völlig wirkungslos 
sind (s. Tabelle III). Auch äußerlich betrachtet, zeigt sich zwischen 
beiden ein wesentlicher Unterschied. Die nach der ersten Methode 
dargestellten wirksamen Extrakte haben eine leicht gelbe Farbe, 
während die nach der zweiten fehlerhaften Methode zubereiteten 
Extrakte eine dunkelgelbe, nach längerem Erhitzen meist dunkel- 
braune Farbe zeigen, die schon auf Zersetzungsprozessen beruhen 
dürfte. Weitere charakteristische Unterschiede finden sich betreffs 
der Reaktion. Die nach der ersten Methode zubereiteten Extrakte 
sind schwach sauer, sie benötigen zu ihrer Neutralisation durchschnittlich 
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zwei bis drei Tropfen n/10 NaOH auf 20ccm Extrakt, die letzteren 
sind viel saurer, ihre Neutralisation beansprucht die doppelte bis drei- 
fache Menge von Lauge. Auch darin dürfte die leichte Zersetzlichkeit 
der wirksamen Substanzen zum Ausdruck kommen, vor allem scheinen 
sie unseren Beobachtungen nach gegen Hitze sehr empfindlich zu sein. 
Auch die Weiterverarbeitung zu Emulsionen stößt bei den letzteren 
auf Schwierigkeiten. Während die Extrakte der ersten Methode sich 
leicht emulgieren lassen, gut filtrierbare, wochenlang haltbare feine 
Emulsionen liefern, gelingt es bei den Extrakten der zweiten, fehler- 
haften Methode äußerst schwer. Emulsionen darzustellen; sie flocken 
sehr leicht aus, sind schlechter filtrierbar, zweifelsohne also mehr nach 
der Seite der Suspensionen hinneigend. Diese Faktoren scheinen uns 
bisher zu wenig berücksichtigt und wir legen deshalb besonderen Wert. 
darauf. Wir glauben, daß die verschiedenen Ergebnisse einzelner 
Autoren, die auf diesem Gebiete gearbeitet haben, auf die Nicht- 
beachtung dieser schädlichen Momente in der Darstellung der Extrakte 
zurückzuführen sind. Man kann so trotz Extraktion mit denselben 
Lösungsmitteln die differentesten Wirkungen bekommen, wenn man 
nicht die erwähnten physikalischen und physikalisch-chemischen 
Vorsichtsmaßregeln beachtet. Vor allem wichtig erscheint uns das 
Vermeiden jeder Erwärmung bei der Extraktion und der Ausschluß 
von Sauerstoff. Und dann, darauf möchten wir mit besonderer Be- 
tonung hinweisen, ist die physikalisch-chemische Beschaffenheit der 
fertigen Emulsionen von größtem Belang. Das haben uns ja in neuester 
. Zeit die schönen Untersuchungen von J. Traube!) besonders klar 
gezeigt. Danach spielt der Dispersitätsgrad von in Wasser schwer 
löslichen Stoffen für deren Wirksamkeit die größte Rolle. Wir konnten 
uns davon bei unseren Versuchen immer überzeugen. Je feiner, je 
stabiler, d. h. je kolloidaler und disperser die Emulsion ist, desto besser 
ihre Wirksamkeit. Je mehr suspensionsartig die Extrakte, je größer 
also ihre Teilchen sind, um so wirkungsloser verhalten sie sich. Das 
trifft gerade für die nach der zweiten Methode gewonnenen Extrakte 
zu, und so erklärt sich das negative Ergebnis der Tabelle III. Als 
Prüfstein eines wirksamen Extraktes kann man unserer Erfahrung 
nach die Oberflächenaktivität zu Rate ziehen. Je oberflächenaktiver 
die Extrakte sind, desto besser ist ihre Wirkung. So ergaben die in 
richtiger Weise- dargestellten Extrakte, mit denen die Versuche der 
Tabelle I und II ausgeführt wurden, eine Oberflächenaktivität von 
138 Tropfen, neutralisiert 132 Tropfen gegen 90 Tropfen Wasserwert 
(Michaelissche Tropfpipette), während die unwirksamen Extrakte der 
Tabelle III nur eine Erhöhung um einige Tropfen zeigten. 


1) J. Traube und P. Klein, diese Zeitschr. 120, 1921. 
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Wir sehen also, daß die Alkohol- Petrolätherextrakte der Thrombo- 
kinase, in geeigneter Weise dargestellt, in bestimmten Mengen eine Wirkung 
entfalten, die der der unveränderten Kinase gleichkommt, während der 
exirahterte Rückstand der Kinase völlig wirkungslos ist. Man entzieht 
also der Leberthrombokinase durch Alkohol-Ätherextraktion die wirk- 
samen Stoffe. Die Kinase kann in ihrer Wirkung durch diese Substanzen 
ersetzt werden. Aus den Versuchen der Tabellen I und II mit Neutra- 
lisation der Extrakte geht hervor, daß der schwach sauren Reaktion 
der Extrakte kein so bestimmender Einfluß bezüglich der Wirkung 
zukommt, wie deren Oberflächenaktivität. Wir betrachten so als einen 
Hauptfaktor für die Wirkungsweise der Thrombokinase die in ihr 
enthaltenen oberflächenaktiven Substanzen. Über die chemische 
Natur dieser Substanzen kann Näheres zurzeit nicht gesagt werden. 
Die Art der Darstellung, die Empfindlichkeit dieser Substanzen gegen 
physikalische Einflüsse spricht für ihre lipoide Natur. Es erklärt sich 
aus dem oben Gesagten auch die leichte Schädigung der Kinase durch 
Erhitzen, nach unserer Erfahrung genügt dazu einstündiges Erhitzen 
bei 56% ohne daß man deshalb einen Fermentcharakter der Kinase 
postulieren müßte. Wissen wir doch, daß schon einfaches Inaktivieren 
des Serums genügt, in demselben physikalische Zustandsänderungen 
der Kolloide hervorzurufen*). Und wie wichtig gerade solche Ver- 
änderungen für die Wirksamkeit der Extrakte sind, glauben wir be- 
wiesen zu haben. Auch die Angabe von Morawitz, daß die Wirksamkeit 
der Kinaselösungen um so mehr abnimmt, je klarer man die Lösungen 
filtriert, spricht für die Wasserunlöslichkeit der wirksamen Substanzen 
und für die Bedeutung kolloidaler Eigenschaften. 

Den Einfluß oberflächenaktiver Substanzen auf das Fibrinogen 
kann man experimentell leicht zeigen, wie aus Tabelle IV zu ersehen 
ist. Wir benutzten als stark oberflächenaktive Substanz das Urethan 
wegen seiner guten Löslichkeit. Die Tabelle IV zeigt den Einfluß 
desselben auf die Flockung des Fibrinogens. Die verwandte Urethan- 
lösung ergab mit der oben erwähnten Tropfpipette (Wasserwert 90) 
gemessen, eine Tropfenzahl von 148. Sie ist also stark oberflächenaktiv. 


Tabelle IV. Fibrinogen-Urethanflockungsversuche. 








Aqua dest. . .. 2. 2: 2 2 2 2 nn. i E y 745 13.6, 
nOCH,COOH ......... la 14 Isı 2 | 4 _ 
nCcH,C0O0OH. .........., EEE | DI Se Ge Lë 
Dialysiertes Fibrinogen in n/l0 | | | 
Natriumacetat . ........ 1 l 1 l E 1 1 l 
nUrethan............. Zeie 2 |2 2 12 
pu = 44|4.1!38]| 35) 44 déi a 3,5 
Flockung = + a = —= E int 


1) Kiyotaki, diese Zeitschr. 128, 354. 
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Vergleicht man in Tabelle IV die linke und rechte Seite miteinander, 
so ist der begünstigende Einfluß des oberflächenaktiven Urethans 
auf die Flockung des Fibrinogens sehr ausgesprochen. Bei den gleichen 
H'-Konzentrationen wird die Flockung durch Urethan nicht nur wesent- 
lich verstärkt, sondern der Flockungsbereich wird auch erheblich ver- 
breitert. Es ist so gut verständlich, daß oberflächenaktive Stoffe, wie sie 
sich in der Thrombokinase finden, die Blutgerinnung beschleunigen müssen. 

Es ist eine bekannte Tatsache, daß Thrombokinaselösungen. 
wenn auch steril und unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt, nach 
kurzer Zeit ihre Wirksamkeit verlieren. Solche älteren unwirksamen 
Kinaselösungen zeigen nun unseren Erfahrungen nach eine stark saure 
Reaktion, wohl von autolytischen Prozessen herrührend. Da nun nach 
unseren früheren Untersuchungen die Ausfällungsbedingungen des 
Fibrinogens wesentlich durch Änderungen der H'-Ionenkonzentration 
beeinflußt werden, so haben wir uns weiterhin bemüht, die Rolle fest- 
zulegen, die Änderungen der aktuellen Reaktion der Thrombokinas 
auf den Gerinnungsprozeß hervorrufen. Die Bestimmungen wurden 
zunächst nach der Indikatorenmethode ausgeführt. Da die Kinase- 
lösungen sehr stark eiweißhaltig sind, ein Umstand, der die Zuver- 
lässigkeit der erwähnten Methode wesentlich einschränkt, wurden 
dieselben mit der doppelten Menge absoluten neutralen Alkohols ver- 
setzt, der Niederschlag abfiltriert und im Vakuum über H,SO, ein- 
geengt. Man erhielt so keine völlig eiweißfreien, wohl aber doch eiweiß- 
arme Kinaselösungen. Eingreifendere Methoden. speziell auch die 
Hitzekoagulation, erschienen uns im Hinblick auf leicht dadurch ein- 
tretende Veränderungen der H'-Ionenkonzentration nicht ratsam. Zur 
Kontrolle wurden von einzelnen Thrombokinaselösungen die H Jonen. 
konzentrationen direkt auf elektrometrischem Wege bestimmt!). Die 
Thrombokinase wurde immer nach den Vorschriften von Morawitz 
hergestellt. Dann unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt und nun 
fortlaufend die H’-Ionenkonzentration bestimmt und zugleich die 
Gerinnungsbeschleunigung auf Oxalatplasma geprüft. 





= Eesen — om - ie 


Indikatorenmethode | Elektrometrisch 





Thrombokinase, ganz frisch, direkt | 


nach dem Schütteln . .. .. [H] = 10—71 n. H? [H] = 31.10-' 
Thrombokinase nach 12 Stunden. [H] = 10—68 n. H 
Tnrombokinase nach 2 Tagen . fH"] = 10—69 n. H’ | [H’) — 2,7. 10-6 
Thrombokinase nach 5 Tagen . [H] = 10-65 n. H 
Thrombokinase nach 10 Tagen . , = [HE] = 45.1063 


1) Diese elektrometrischen Bestimmungen mittels der Gasketten- 
methode wurden im hiesigen physikalisch-chemischen Institut durch- 
geführt. Wir sind Herrn Prof. Meyer für das Entgegenkommen zu be- 
sonderem Dank verpflichtet. 
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Man sieht mit zunehmendem Alter der Kinase eine allmählich 
wachsende Säuerung derselben eintreten. Wir geben nun im folgenden 
einige Gerinnungsversuche mit verschieden alter Kinase wieder. 








Tabelle V. 
n 
Gerinn s 
Nr., er | Zusatz 5 proz. Ca Ch Sach 
| com ER Tropfen Minuten 
| Thrombokinase, ganz frisch: 
1 1 5 Tropfen 
2 1 10 P 
3' 1 20 5 
| Thrombokinase, zwei Tage alt 
4 1,5 Tropfen 
6 | 1 2% > 
| Thrombokinase, fünf Tage alt 
7 (Ip Tropfen 
8 1 10 A 
9 1 20 > 
| Wasser; | 
10 1 5 Tropfen oe NET e 2 8,0 
11 1 1 STEE 2 | 6,5 
12 1 20 SAS o E, 2 7,6 


l proz. Tierkohle | 

13: 1 % 5 Tropien — Ze 2 e dar vu AR 2 

a. O CI | 2 7,5 
i i 20 g aradenn ah | 2 


Wir sehen aus Tabellen V und VI, daß mit zunehmender H Jongen. 
konzentration der alternden Thrombokinase auch ihre Wirksamkeit 
zurückgeht. Die optimale H'-Ionenkonzentration liegt bei etwa 106 
bis 10", also bei annähernd neutraler bzw. ganz schwach saurer Reaktion. 

Im folgenden Versuche wurden nun zu der frischen Kinase mit 
einer [H] = 3,1.10-7 n/10 NaOH zugefügt ‚und zwar auf 120 ccm 
Lösung 1 ccm n/10 NaOH. Es verschob sich dadurch die H'-Ionen- 
konzentration erheblich, sie betrug elektrometrisch gemessen [H] 
= 4,5.10—8, 

Die Tabelle VII orientiert über die diesbezüglichen Versuche. 

Auch hier zeigt sich wieder die deutliche Abhängigkeit der Thrombo- 
kinasewirkung von ihrer H'-Ionenkonzentration. Das Optimum liegt 
ebenfalls bei annähernd neutraler bzw. schwach saurer Reaktion, 
stärkere Verschiebung nach der alkalischen oder sauren Seite heben 
die Wirkung auf. So erklärt sich die rasche Wirkungsabnahme der 
Thrombokinaselösungen. Trägt man schematisch die Werte der obigen 
Tabelle VII unter Berücksichtigung der H'-Ionenkonzentrationen 
der Thrombokinasen in ein Koordinatensystem ein, so tritt der Einfluß 

Biochemische Zeitschrift Band 134. 17 


. 258 B. Stuber u. M. Sano: 








Tabelle VI. 
Plasma | Gerinnun 
ungs. 
Nr. pen Zusatz 5 proz. Ca Cl, zeit 


= | Tropfen | Minuten 














Thrombokinase, ganz frisch 






































1 1 2’Tropien. £ a u 2.2 a wen s 2 3,8 
Si L J6 a sesa ees aeaa ae i © 2 A8 
3 1 I0 a NE E G | 2 l 4,0 
Se SE GENEE ER mä Aë 
| Thrombokinase, zwölf Stunden alt: | 
5 1 2 LLODIO» e e i ande sa ee al a S | 2 3,5 
6 | 1 E eege 2 | 35 
Seet, a i E E e D A e | 2 3,5 
E A e ara a I 2 | 3,7 
Thrombokinase, fünf Tage alt: | ` | 
91 1 | 2Tropien `... © 2 | 100 
DEB G o E Bet a | 2 | 107 
AN CO 2 j 10 
I: 0 SE 102... 30 
| l proz. Tierkohle: | 
13 | 1 2 Tropfen .. 2 2. 2» = 2.8.6 | 2 | 11,0 
14 1 er NN O E | 2 | 10.0 
ul GK (GEES Ä 2 8,0 
16i "EE 1 2 6,8 
Tabelle VII. 
Plasma | REN A 
G s 
nl Sg Sproz. CaCh | Gerne 
a E EEE DEEN ` Tropten | Minuten 
| Thrombokinase, frische: 
1 | ] 5 Tropfen cs xd ms E en | 2 | 30 
E | 2 : 25 
u m. Seren © 2,0 
i Thrombokinase, frische + n/10 NaOH: | | 
4 1 | STroplen oo. 2 ı 723 
| ; p | ? 
5i 1 WE CS E A | 2 4,75 
6 1 15 a a ei > ae ee een A i 2 4,15 
Ä Thrombokinase, zwei Tage alt: 
7 L.A .B’Propfen: . e 2... 0. 2 wa | 2 | 30 
8. 1 10: Te EE | 2 3.0 
9- i DE ee ENEE 092 3.0 
= | 
| ' Thrombokinase, zehn Tage alt: i 
10 | E =: Renten, s s ee #0 002 me a 4 | 2 1,5 
E SC WER (ECG 2 ' 120 
A Ce SE 2 | 17.0 
| | lproz. Tierkohle: | | 
13 1 5Tropfen . . 2.2.2 2 2 2 nn nn. i 2 4,5 
| | H | 
14. 1 10 Sr RI ed | 2 4,5 
EN OT | 2 IER 
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der H"-Ionenkonzentration der Kinase auf die Gerinnungsheschleunigung 
besonders anschaulich hervor. Es sind in der Tabelle gur die Zahlen- 
werte aus den Versuchen mit fünf Tropfen Kinasezusatz der Einfachheit 
halber berücksichtigt. 


Tabelle VIII. 
Die punktierte Linie entspricht der normalen Gerinndngszeit. 





Man ersieht aus der Tabelle VIII sehr deutlich die optimale 
Wirkungszone zwischen 10-6 und 10-7. Diesseits und jenseits dieser 
Grenze kommt es zu einem raschen Abfall der Gerinnungsbeschleunigung 
der Thrombokinase. Wir glauben so die Bedeutung der aktuellen 
Reaktion der Thrombokinase in ihrer Beziehung zur Beschleunigung 
des Gerinnungsprozesses genügend dargelegt zu haben. Diese kolloid- 
chemischen Faktoren scheinen uns bei allen Versuchen über die 
Wirkungsweise gerinnungsbeschleunigender, zymoplastischer Sub- 
stanzen in erster Linie zu berücksichtigen zu sein. Es ist verständlich, 
daß im Bereiche jener optimalen, zu schwach saurer Reaktion neigenden 
Zone die Bedingungen zur Entladung des Fibrinogens besonders günstig 
sind und damit das Auftreten der Ausfällung im isolektrischen Punkte. 

Überblicken wir das Ergebnis dieser Untersuchungen, so möchten 
wir es zusammenfassend dahin formulieren: .Die Wirkung der Thrombo- 
kinase beruht in erster Linie auf den in ihr enthaltenen oberflächenaktiven 
Substanzen, in zweiter Linie ist sie an eine bestimmte optimale H"-Iomen- 
konzentration gebunden. Wir sehen so das Wesen der Thrombokinase 
in diesen rein physikalisch-chemischen Faktoren begründet. Eine Ferment- 
nalur derselben glauben wir ablehnen zu müssen. 


Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


VII. Mitteilung. 
Über die Rolle des Kalks bei der Blutgerinnung. 


Von 


Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 22. August 1922.) 
Mit 7 Tabellen im Text. 


Nachdem vor allem durch die Untersuchungen von Hammarsten 
die gerinnungsbeschleunigende Wirkung der Kalksalze nachgewiesen 
worden war, wurde in den bekannten Studien von Arthus und Pages 
am Oxalatblut der Beweis für die Notwendigkeit der Kalksalze für die 
Blutgerinnung erblickt. Diese für den Kalk postulierte Unentbehrlich- 
keit für den Gerinnungsprozeß gilt in der heutigen Blutgerinnungs- 
lehre sozusagen als Dogma. Die Arbeiten, die sich mit dem näheren 
Mechanismus der Kalkwirkung beschäftigen, sind so zahlreich, daß 
wir es uns an dieser Stelle versagen müssen, näher darauf einzugehen. 
Man kann vor allem auf Grund der Untersuchungen von Hammarsten, 
Pekelharing und Morawitz den heutigen Standpunkt wohl dahin formu- 
lieren, daß der Kalk, ebenso wie die Kinase, dazu nötig ist, um das 
Prothrombin in das wirksame Thrombin überzuführen. Wir sehen 
also, daß dem Kalk im Fermentgeschehen des Gerinnungsprozesses 
eine ausschlaggebende Rolle zugesprochen wird. Da wir nun auf Grund 
unserer vorhergehenden Arbeiten, wie wir glauben mit guten Gründen, 
uns gegen die Fermentnatur des Gerinnungsprozesses ausgesprochen 
haben, so schien es uns erforderlich, die im Rahmen der herrschenden 
Fermenttheorie festgelegte Rolle des Kalks einer kritisch experi: 
mentellen Prüfung zu unterziehen. Versuche, die Bedeutung des Kalks 
für das Gerinnungsgeschehen zu verneinen, sind seit Alexander Schmid 
ab und zu hervorgetreten, sie konnten sich jedoch keine Beachtung 
erringen, und sie sind für unsere eigene Auffassung, die zu begründen 
die Aufgabe dieser Arbeit sein soll, nicht richtungsgebend gewesen. 
Sie können deshalb füglich übergangen werden. 
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Die folgende Überlegung ließ in uns zunächst Zweifel an der her- 
kömmlichen Ansicht über die Rolle des Kalks beim GerinnungsprozeB 
aufkommen. Seit den Arbeiten von Arthus und Pagés ist ja die Vor- 
stellung die, daß das Oxalatblut deshalb nicht mehr gerinnt, weil durch 
Zufügen des Oxalats zum Blut der Kalk als unlösliches Calcium- 
oxalat zur Ausfällung kommt. Setzt man nun wieder Kalk hinzu, so 
tritt die Gerinnung ein. Also, so sagte man sich, ist der Kalk für die 
Gerinnung unentbehrlich. Diese Auffassung basiert nun vollkommen 
auf der Ansicht, daß das zugefúgte Oyalat in dem Blute keine weiteren 
wesentlichen Veränderungen hervorrufe als die Ausfällung des Kalks. 
Sobald man aber nun, und das war unsere erste Überlegung, diese 
Verhältnisse bezüglich des Kalks und des zugesetzten Oxalats quanti- 
tativ betrachtet, so sieht man, daß die herrschende Anschauung 
auf sehr schwachen Füßen steht. Will man das Blut auf längere Zeit 
durch Oxalat ungerinnbar machen, so muß eine Menge von 1 bis 2/0 
Oxalat hinzugefügt werden. Betrachtet man nun die Menge Gesamt- 
kalk, die im Blute vorkommt, so sieht man in den einzelnen diesbezüg- 
lichen Arbeiten, je nach der angewandten Methode, Differenzen, die, 
auf die Mittelwerte bezogen, bei den verschiedenen Säugetieren nach 
der von Jansen!) durchgeführten Umrechnung auf das Gesamtblut 
zwischen 5,3 und 8,5 mg % CaO liegen. Die höchsten Werte zeigen 
das Pferde- und Kaninchenblut mit 8,5 bzw. 8,4 mg % CaO. 

Jansen fand für den erwachsenen Menschen nach einer von ihm 
selbst ausgearbeiteten, sehr genauen Methode etwas höhere Werte, 
nämlich 11,5 bis 12,0 mg % CaO. Legen wir nun diesen Maximalwert 
von 12,0mg Y, CaO des menschlichen Blutes — im Tierblut liegen, wie 
soeben angeführt, die Werte tiefer — als allgemeinen Durchschnittswert 
zugrunde und berechnen, wieviel Oxalsäure, auf Natriumoxalat be- 
rechnet, nötig wäre, um sämtlichen Kalk als Calciumoxalat auszufällen, 
so finden wir, daß diejenige Menge Oxalat, die nötig ist, das Blut un- 
gerinnbar zu machen (l bis 2%,,), den auf Kalk berechneten Wert 
um das Fünf- bis Zehnfache überschreitet. 

Diese Tatsache hat uns in dem Gedanken bestärkt, daß die Aus- 
fällung des Kalks beim Oxalatblut nicht das Ursächliche der Ungerinn- 
barkeit sein kann, es wäre sonst schwer verständlich, warum der viel- 
fache Überschuß der für den Kalk benötigten Menge an Oxalat zugesetzt 
werden muß?). Dadurch wurden wir auf Grund physikalisch-chemischer 


1) W. H. Jansen, Deutsches Arch. f. klin. Med. 125, 1918. 

2) Nach Abschluß unserer Arbeit fanden wir bei der Literaturdurch- 
sicht eine ähnliche Überlegung in einer Arbeit von H. W. C. Vines, Journ. 
of path. a. bact.; zitiert nach Referat in den Ber. über die ges. Physiol. 
9, 1921. Der Autor kommt jedoch in seinen weiteren Darlegungen zu 
ganz anderen Schlüssen wie wir. Leider war uns das Original nicht zu- 


gänglich. 


o 
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Vorstellungen zu der Frage geführt, ob der Kalk durch andere zwei- 
wertige Kationen ersetzbar ist. In der Literatur finden sich hierüber 
verschiedene Angaben, so bei Leo Loeb!). 

Wir geben nun im folgendeh Beispiele aus unseren eigenen Ver- 
suchsreihen wieder. Wir gebrauchten zunächst eine 5proz. CaCl; 
Lösung und entsprechend äquivalente Lösungen von SrCl, (6,08%), 
BaCl, (5,58%), MgCl, (4,63%). Als Plasma diente Kaninchenplasma 
mit einem Oxalatgehalt von 29/pp. 
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Wir sehen aus Tabelle I, daß ein völlig kalkfreies Plasma auf 
Strontiumzusatz gerinnt. Daß das Plasma kalkfrei war, muß bei einem 
Zusatz von 2°/,, Oxalat angenommen werden, da es sich, auf Kalk 
berechnet, um einen mindestens zehnfachen Überschuß handelt. Eine 
Umsetzung zwischen Calciumoxalat und zugesetztem Strontiumchlorid 
ist bei der weit schwereren Löslichkeit der Calciumsalze der Oxalsäure, 
gegenüber deren Strontiumsalzen, chemisch undenkbar. 

In weiteren Versuchen wurde nun berechnet, wieviel der Erd- 
alkalisalze zum Plasma hinzugesetzt werden müßte, um den Überschuß 
des Oxalats nach Bindung des Kalkes eben festzulegen. Wir haben 
dabei den Kalkgehalt des Kaninchenblutes möglichst hoch gegriffen, 
um sicher zu sein, allen Kalk als Oxalat ausgefällt zu haben. Wir 
nahmen dafür den für den Menschen berechneten Höchstwert von 
13 mg % CaO an. e 

Für das Kaninchen dürfte der Wert wesentlich tiefer liegen. Nimmt 
man 13mg % CaO an, so berechnet man bei einem Plasmaoxalat- 
gehalt von 2°/,, zur vollständigen Umsetzung des nach Ausfällung des 
Gesamtkalkes noch übrigen Oxalats auf 

l ccm Plasma = 0,5 ccm CaCl, (0,542 %, Lösung) 
0,5 ,, SrCl, (0,66 % Lösung) 
0,5 ,, BaCl, (0,61 % Lösung) 
E Le en = 0,5 ,, MgCl, (0,51 % Lösung). 

Wir geben in folgender Tabelle ein Versuchsbeispiel. Da, wie 
oben auseinandergesetzt, die für das Kaninchenblut angenommene 
Kalkmenge von 13 mg % CaO absichtlicherweise zu hoch angenommen 


ke 
ws» 
~ 
+ 
Ki 


1) Leo Loeb, Biochem. Zentralbl. 6, 1907. 
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wurde, haben wir noch Versuche mit größeren Zusatzmengen der Erd- 
alkalilósungen ausgeführt, von denen 0,75 ccm ungefähr der Oxalat- 
menge entsprechen dürften, die bei einem 2prom. Kaninchenoxalat- 
plasma nach Ausfällung des Gesamtkalkes noch übrig ist. Wir nehmen 
den in der literatur angegebenen abgerundeten Höchstwert von 
9 mg %, CaO für das Kaninchenblut an. 
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Wir ersehen auch aus dieser Tabelle wieder, daß das Strontium 
kalkfreies Blut zum Gerinnen bringt, während Barium und Magnesium 
wirkungslos sind. Man kann die Reihe Ca >> Sr > Ba = Mg bezüglich 
der Gerinnungsauslösung der zweiwertigen Kationen am Oxalatblut 
aufstellen. Daf für das Citratplasma dieselben Verhältnisse gelten, 
zeigt die Tabelle III. 


Tabelle III. 
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Man könnte in Anbetracht der di Wirkung des Kalks an 
seine besondere biologisehe Wertigkeit gegenüber den übrigen Erd- 
alkalien denken. Diese Überlegung erscheint uns jedoch sehr zweifelhaft. 
Beobachtet man beim Einfüllen der Erdalkalilösungen in das Oxalat- 
plasma die dadurch entstehenden Trübungen, so tritt beim Kalkzusatz 
sofort eine massige Trübung von Calciumoxalat auf, dieselbe ist beim 
Strontium schwächer, noch schwächer beim Barium, und beim Magne- 
siumsalz tritt überhaupt keine wesentliche Fällung auf. Es beruht 
dies natürlich auf der verschiedenen Löslichkeit der entstehenden 
Oxalate, von denen das Calciumoxalat praktisch unlóslich ist, das 
Strontiumoxalat wesentlich besser löslich, ebenso das Bariumoxalat 
und vor allem das Magnesiumoxalat. Wir sind geneigt, die Unter- 
schiede in der Auslösung der Gerinnung durch die Erdalkalien, die 
sich in der oben angegebenen Reihe ausdrücken, auf diese Verschieden- 
heit der Löslichkeit der entstehenden Oxalate zurückzuführen. Die 
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Fähigkeit, die Gerinnung auszulösen, ist umgekehrt proportional der 
Löslichkeit des entstehenden Erdalkalioxalats. Je löslicher diese Oxalate 
sind, um so mehr müssen wir auch mit ihrer Ionisation rechnen. Wir 
werden nach den folgenden Ausführungen die Richtigkeit dieser An- 
schauung noch zu beweisen versuchen. Jedenfalls dürfte durch unsere 
Untersuchungen, auf die diesbezüglich unsicheren Angaben in der 
Literatur hinweisend, bewiesen sein, daß kalkfreies Blut durch Strontium 
zur Gerinnung gebracht werden kann. Es zeigte sich, daß die Wirkung 
des Kalks beim Oxalatblut allerdings am ausgesprochensten ist, daß 
aber die Ursache dafür, unserer Anschauung entsprechend, in der 
raschen und quantitativen Ausfällung des Oxalats als unlósliches 
Calciumoxalat beruht, im Gegensatz zu den leichter bzw. gut löslichen 
Oxalaten derübrigen Erdalkalien. Wir sehen also die bevorzugte Stellung 
des Kalks in dieser Hinsicht in rein chemischen Tatsachen begründet, 
und es erscheint uns wahrscheinlich, daß Strontium-, Barium- und 
Magnesiumsalze genau so rasch wirksam wären, wenn sie ebenso quanti- 
tativ unlösliche Verbindungen mit der Oxalsáure eingehen würden 
wie der Kalk. 

War so der Nachweis erbracht, daß Kalk für die Blutgerinnung 
nicht erforderlich ist, daß kalkfreies Plasma auf Strontiumzusatz zum 
Gerinnen gebracht werden kann, so mußte nach anderen Ursachen 
der Nichtgerinnung des Oxalatblutes gesucht werden, und da schienen 
uns kolloidchemische Anschauungen, wie wir sie auf Grund der Arbeiten 
Wo. Paulis!) und seiner Schüler kennen gelernt haben, einen gang- 
baren Weg zu zeigen. Er konnte nachweisen, daß gerade die Oxal- 
und Citronensäure stark ionisierte Säureproteine bilden im Gegensatz 
zur Schwefelsäure, Trichloressigsäure u. a. Es hängt dementsprechend 
die Bildung solcher ionisierter Säureproteine nicht von der Stärke 
der Säure ab, sondern dürfte nach Wo. Pauli wahrscheinlich in kon- 
stitutiven Verschiedenheiten der Säureproteine zu suchen sein. Die 
lonisation dieser Proteine zeigt je nach der Menge der zugesetzten 
Säure ein Maximum. Dieses Maximum der lonisation ist leicht fest- 
stellbar durch ein Maximum der inneren Reibung. Diesseits und jenseits 
dieses Reibungsmaximums nimmt die lonisation wieder ab. Diese 
Fähigkeit der Oxal- und Citronensäure, stark ionisierte Säureproteine 
zu bilden, erscheint uns nun für die Erklärung der Ungerinnbarkeit 
des Oxalat- und Citratblutes deshalb von ganz besonderer Bedeutung, 
weil, wie nach den Untersuchungen Wo. Paulis und seiner Mitarbeiter 
bekannt ist, solche ionisierten Proteinsalze in der Gegend des Maximums 
ihrer Ionisation und inneren Reibung weder durch Hitze noch durch 
Alkohol koagulierbar sind. Solche ionisierten Oxalsäure- und Citronen- 


1) Wo. Pauli, Kolloidchemie der Eiweißkörper 1920. 
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säureproteine sind somit ungerinnbar. Durch einen Überschuß der 
Säure bzw. durch Zusatz von Neutralsalzen der Alkalien, besonders 
aber der Erdalkalien, können sie in ihrer Ionisation zurückgedrängt 
werden, und damit tritt auch die Gerinnbarkeit wieder auf. Wir glauben, 
diese kolloidchemischen Anschauungen drängen direkt zu ihrer Über- 
tragung auf das Gebiet der Blutgerinnung. Wir prüften nun zunächst 
den Einfluß der Oxalsäure und Citronensäure auf das Fibrinogen. 
Wir dialysierten dazu vorschriftsmäßig das Fibrinogen gegen eine 
0,003proz. NaOH-Lösung. Man erhält dann ein praktisch neutral- 
salzfreies Alkalifribinogen. Von einer Dialyse gegen destilliertes Wasser 
haben wir deshalb Abstand Tabelle IV. 

genommen, da bekannter- 
weise das Fibrinogen in 


Aqua destillata sich rasch m ESEN 


97010 
so verändert, daß es nach- SE war 
her, auch in den üb- AS 


lichen Lösungsmitteln, sehr E 
schwer bzw. unlóslich ist. 30995 
Wir ersehen aus neben- KÉ 990 
stehender graphischer Dar- 
stellung, Tabelle IV, den — ` E mos THE gogg A RE "5 ds 
Einfluß der verschiedenen a ee 
Oxalsáurekonzentrationen auf das Fibrinogen. Die Reibungsversuche 
wurden mit dem Traubeschen Viskostagonometer bei konstanter 
Temperatur (18°C) durchgeführt. Die Ordinate gibt die relative 
Reibung, die Abszisse die Oxalsäurekonzentration an. Wir sehen 
zunächst die Reibung des teilweise ionisierten Alkalifibrinogens; 
mit steigendem Zusatz von Oxalsáure nimmt die lonisation in 
einer Reibung ab, bis zwischen 0,00075 und 0,001 n-Oxalsäuregehalt, 
infolge völliger Neutralisation, Flockung auftritt, bei weiterem Zusatz 
von Oxalsäure tritt nun unter völliger Lösung die Bildung des Oxal- 
säureproteins ein, das bei 0,005 bis 0,01 n-Oxalsáure sein Maximum 
der inneren Reibung und damit der Ionisation zeigt, von da an fällt 
die Kurve wieder ab. Die über der Kurve befindlichen +- und —-Zeichen 
geben die positive bzw. negative Alkoholfällung des entsprechenden 
Proteinsalzes an. Genau in derselben Weise verläuft die Kurve der 
Ionisation des Citronensäurefibrinogens, wie aus Tabelle V ersichtlich 
ist. Die Bezeichnung ist dieselbe wie in Tabelle IV, es erübrigt sich 
deshalb, näher darauf einzugehen. 

Wir sehen aus beiden Kurven die starke lonisation des Oxalsäure- 
bzw. Citronensäurefibrinogens, bei letzterem ist für das Maximum eine 
wesentlich größere Säuremenge erforderlich als bei ersterem. Im Be- 
reiche der Ionisation ist die Fällbarkeit durch Alkohol aufgehoben. 
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Wir haben nun auch noch die entsprechenden Versuche mit den 
Natriumsalzen der Oxal- und Citronensäure angestellt. Die entsprechen- 


Tabelle V. 
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den Resultate sind aus den graphischen Darstellungen der Tabellen VI 
und VII zu ersehen. Da die Bezeichnungen dieselben sind wie in den 
vorigen Tabellen, so braucht nicht näher darauf eingegangen zu werden. 

Tabelle VI. Wir erwähnen nur noch, daß an 
Stelle der Alkoholfällung in Ta- 


1030 | belle VI die Hitzekoagulation ge- 
1025 prüft wurde, da das oxalsaure 
Er Natrium durch Alkohol allein aus- 
gefällt wird. Wir ersehen, daß in 
> Tabelle VI bei steigendem Zusatz 
$ 1010 von Natriumoxalat eine Zunahme 
1005 der Ionisation eintritt. Im Haupt- 
A anstieg der Kurve von 0,005 bis 


0,02 n-Natriumoxalat ist die Hitze- 
koagulation als Ausdruck dieser 
Ionisation aufgehoben. Weiterer 
Zusatz, der sich von 0,04 n-Natrium- 
‘oxalat an durch leichte Trübung 
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fällung. 

Ähnliches Verhalten sehen wir beim Natriumcitratfibrinogen in 
Tabelle VII. Auch hier fällt das Ionisationsmaximum in einem Reibungs- 
maximum zwischen 0,005 und 0,01 n-Natriumeitrat mit Aufhebung 
der Koagulierbarkeit zusammen. 


| 
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Wir haben so auf Grund dieser Untersuchungen nachgewiesen, 
daß das Fibrinogen mit der Oxal- und Citronensäure bzw. deren Salzen 
eine Salzbildung eingeht, die bei bestimmter Säure bzw. Neutralsalz- 
konzentration ein Maximum der Tabelle VII. 
inneren Reibung bzw. der Ioni- 1.045 
sation zeigt. In diesem Bereich 
ist die Fibrinogensäure- bzw. 
Komplexsalzverbindung den üb- 
lichen Eingriffen gegenüber nicht 
koagulabel. Man kann nach den 
Ansichten von Hardy diese 1020 
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nogenoxalsäure bzw. Na-Fibrinogencitronensáure. Diese Verbindungen 
könnten folgendermaßen dissoziieren: 


u Fibrinogen Na Ee Se Fibrinogen' + Nat. 


Bei sehr starker Verdünnung würde das Komplexsalz unter Bildung 
von unlöslichem Fibrinogen dissoziieren : 


u Fibrinogen Nass = Fibrinogen (unlöslich) + Nat + 


Im Bereiche der oben in den Tabellen angegebenen maximalen Reibung 
wäre der größte Teil des komplexen Fibrinogens gelöst bzw. ionisiert. 
In diesem Bezirke ist praktisch Ungerinnbarkeit vorhanden. Bei 
starkem Zusatz der Neutralsalze würde dann durch Zurückdrängung 
der Ionisation der Fibrinogensalzverbindung Fällung eintreten. 

Wir glauben, so auf Grund unserer Untersuchungen eine bessere 
Erklärung für die Ungerinnbarkeit des Oxalat- und Citratblutes gegeben 
zu haben. Vor allem dürfte so der Überschuß der entsprechenden 
Salze, der zur Vermeidung der Blutgerinnung, im Vergleich zu dessen 
Kalkgehalt, zugesetzt werden muß, eine einwandfreie und verständliche 
Beurteilung erfahren, da natürlich in derselben Weise, wie vom Fibri- 
nogen, die zugefügten Neutralsalze auch von den übrigen Bluteiweiß- 
körpern beansprucht werden. Besonders dürfte durch diese Unter- 
suchungen die bisher schwer zu erklärende Nichtgerinnung des Citrat- 
blutes eine eindeutige Aufklärung gefunden haben. Man nahm dafür 
bisher immer eine Bindung der Ca-Ionen an das Citrat an, obwohl 
diese Vorstellung eigentlich recht unwahrscheinlich war, da bekannter- 
maßen citronensaure Salze mit Kalk nur im Überschuß des Kalkes 
und bei stark alkalischer Reaktion bzw. in der Hitze reagieren. Unsere 
kolloidchemische Deutung erscheint uns so plausibler. 
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Wir sehen so auf Grund unserer Untersuchungen den Kalk nicht 
als notwendigen Faktor für die Blutgerimnung an. Er hat unserer An- 
schauung entsprechend nur die allgemeine Bedeutung der zweiwertligen 
Kationen im Sinne einer Sensibilisierung zur Ausflockung der Eiweß- 
körper. Darauf beruht unseres Erachtens seine gerinnungsbeschleunigende 
Wirkung in bestimmter Konzentration, und es erklärt sich daraus auch 
ohne weiteres seine hemmende Wirkung bei Überschreiten der optimalen 
Konzentration nach den bekannten kolloidchemischen Gesetzen. Er hat 
keine spezifische Wirkung. 

Die Ungerinnbarkeit des Oxalat- und Citratblutes beruht nicht auf 
der Eliminierung des Kalkes, sondern auf der Bildung eines maximal 
vonisierten und damit nicht mehr gerinnungsfähigen Fibrinogenkompler- 
salzes. Das Wiederauftreten der Gerinnung in einem solchen Blute durch 
Verdünnung bzw. durch weiteren Salzzusatz, speziell der Erdalkalien, 
hat seinen Grund in der dadurch hervorgerufenen Zurückdrängung de 
Ionisation des Fibrinogenkomplexsalzes. 


Die Farbstoffanalyse des Harns. IV. 


Die Diazoreaktionen des Harns 
und die Beurteilung der Urochromogenausscheidung. 


Von 
M. Weiss, Wien. 


(Aus der ersten medizinischen Abteilung des Allg. Krankenhauses in Wien.) 
(Eingegangen am 22. August 1922.) 


Der Harn enthält eine Fülle von Substanzen, welche mit der 
Diazobenzolsulfonsäure unter Farbstoffbildung reagieren. Diese Reak- 
tionen sind teils primär und entstehen dann schon beim Zusatz dieser 
Säure, teils sekundär und entstehen erst nach darauffolgender Alkali- 
sierung mit Ammoniak oder fixem Alkali. Die Fähigkeit des Harns, 
gefärbte Azoverbindungen zu liefern, nimmt um so mehr zu, in je 
stärkerer Konzentration das Reagens angeboten wird. 


Einen großen Teil der im Harn Diazoreaktion gebenden Substanzen 
hat Ehrlich dadurch ausgeschlossen, daß er Diazobenzolsulfonsäure in sehr 
geringer Konzentration verwendete. Hierdurch bot sich die Möglichkeit, 
die Körper mit geringerer Affinität zu diesem Reagens zurücktreten zu 
lassen. Im allgemeinen zeigen, wie Clemens (1) betont, jene Köper eine höhere 
Kuppelungsfähigkeit, welche einen stärker gefärbten Azofarbstoff bilden. 
Hierdurch erklärt es sich, daß in der Fülle der Diazoreaktion gebenden 
Substanzen im Harn das Urochromogen mit seinem stark tingierten Farb- 
stoff die minimale Quantität der angebotenen Diazobenzolsulfonsäure 
(0,002 g) in erster Reihe an sich reißt, um dann beim Alkalisieren durch 
seine Rotfärbung hervorzutreten. Dies ist aber nur bedingt richtig. Denn 
die genaue Verfolgung der Ehrlichschen Probe zeigt, daß auch andere Sub- 
stanzen, wie Phenol z. B., welche nur einen gelben Azofarbstoff liefern, 
gleichzeitig mit der roten Reaktion des Urochromogens zum Vorschein 
kommen können. In seinen ersten Arbeiten hat Ehrlich die Menge des 
anzuwendenden Reagens nicht genau präzisiert, indem er bloß vorschrieb, 
zu 50 ccm einer gesättigten Sulfanilsäurelösung (Acid. sulfan. 0,5, Acid. 
hydrochlor. conc. puri 5,0, Aqua dest. ad 100) einige Kórnchen NaNO, 
zuzufügen. Dies führte dazu, daß der eine eine stärkere, der andere eine 
schwächere Diazolósung in Händen hatte, die bei demselben Harn einen 
verschieden starken Ausfall der Probe bewirkt. Auf diese Weise entstanden 
so verschiedene Auffassungen, daß die einen [z. B. Penzoldt (2) und Petr: (3)] 
die Reaktion in jedem, die anderen [Ehrlich (4) und die überwiegende Zahl 
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der späteren Untersucher] sie nur im pathologischen Harn fanden. Diese 
Divergenz hat Ehrlich veranlaßt, die Zusammensetzung seines Reagenz- 
gemisches genau anzugeben (50 ccm der gesättigten Sulfanilsäurelösung 
+ Leem %proz. NaN O,), eine Zusammensetzung, die bis heute beibehalten 
wurde. Aber eine gewisse Unsicherheit blieb infolgedessen doch zurück, und 
war man insbesondere in dem Urteil, ob die Ehrlichsche Reaktion durch 
eine oder mehrere Substanzen des Harns bewirkt würde, sehr zurück- 
haltend. Dies war um so mehr der Fall, weil man ja den eigehtlichen Diazo- 
körper gar nicht kannte. Unter den als Ursache dieser Reaktion angesehenen 
Substanzen tauchte denn auch bald der, bald jener Körper auf (Acetessig- 
säure, Pepton, Histidin), dessen Reaktionsfähigkeit man zum Teil erst 
damals bei der Verwendung stärker konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure 
kennengelernt hatte. 


e 


Nachdem ich enen Kórper, das Urochromogen, als Tráger der 
Ehrlichschen Probe sowohl im normalen wie im pathologischen Harn 
erkannt hatte, war es notwendig — insbesondere im Hinblick auf 
die Frage ihrer quantitativen Verwertung — auch die anderen Körper, 
welche mit der Diazobenzolsulfonsäure in Reaktion treten, einer ge- 
naueren Untersuchung zu unterziehen, um zu sehen, ob und welcher 
Anteil ihnen an der Rotfärbung mit dem Ehrlichschen Reagens und 
Alkali zukäme. Da ergab sich zunächst die wichtige Tatsache, daß 
auch dem Wasser eine Diazoreaktion zukommt, wenn Ammoniak zum 
Alkalisieren verwendet wird. 


I. Die Wasser- und Standard-Diazoreaktion. 


Stellt man in der vorgeschriebenen Weise die Diazoreaktion nach 
Ehrlich statt mit Harn mit Wasser an, so tritt nach dem Hinzufügen 
des gewöhnlichen l0proz. Ammoniaks innerhalb der ersten halben 
Minute eine orangerote Färbung auf, welche sich tagelang fast unver- 
ändert erhält. Hierbei macht es keinen Unterschied, ob man Brunnen- 
oder destilliertes Wasser benutzt. Als ich die 0,3proz. Tyrosinlösung 
zur quantitativen Auswertung der Diazoreaktion empfahl (5), war mir 
diese Eigenschaft des Wassers bzw. des Ammoniaks noch nicht bekannt. 
Erst als ich mit weniger konzentrierten Tyrosinlösungen auch den 
gleichen Ausfall der Probe erhielt, prüfte ich dieses Verhalten nach 
und fand dieses auffallende Ergebnis. Die Verwendung der Diazo- 
reaktion obiger Tyrosinlösung als Standardprobe war dadurch möglich, 
daß sich diese Probe in ihrer Intensität als recht konstant erwies und 
einen gut verwertbaren Farbenton zum Vergleich mit der Diazoreaktion 
des Urochromogens ergab. Infolgedessen war der so gewonnene Diazo- 
wert als Vergleichswert trotz einer unrichtigen Voraussetzung ver- 
wendbar. Dieses Verhalten machte es aber doch wünschenswert, eine 
so wichtige Fehlerquelle auszuschalten. Denn wenn auch normaler 
Harn selbst diese Wasserreaktion nicht gab, so war es doch denkbar, 
daß in Verdünnungen desselben oder in seinen Fraktionen bei ihrer 
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Verdünnung eine Diazoreaktion hervortrat, welche dem Wasser an- 
gehörte. Wegen dieser Unsicherheit bei der Verwendung des Ammoniaks 
habe ich später immer fixes Alkali verwendet, und zwar, wie ich noch 
begründen werde, in 20 proz. Lösung. 

Die 0,3prom. Tyrosinlósung gibt bei Verwendung von Kali- oder 
Natronlauge kaum eine Farbenänderung bei der Diazoreaktion und 
eine l prom. nur eine äußerst schwache Rosafärbung. Deshalb mußte 
ich mich nach einem neuen Körper umsehen, dessen Diazoreaktion 
mir einen Vergleich mit der des Urochromogens gestattete. Dies war 
nicht leicht. Einen fertigen Farbstoff von gleicher Farbe habe ich 
nicht finden können. Auch war es wünschenswert, eine Diazoreaktion, 
die jedesmal frisch hergestellt werden konnte, zum Vergleich zu be- 
nutzen, um der leichten Änderung im Farbton der so empfindlichen 
Diazoreaktion durch die oft unvermeidliche, wenn auch geringe Ver- 
schiebung in der Zusammensetzung des Reagens Rechnung zu tragen. 
Denn solche Änderungen mußten dann nicht nur in der Harndiazo- 
reaktion, sondern auch in der der Vergleichsflüssigkeit zutage treten. 
Durch das Entgegenkommen der Höchster Farbwerke, welchen ich an 
dieser Stelle meinen besonderen Dank aussprechen möchte, wurde ich 
in die Lage versetzt, verschiedene Naphtholderivate auf ihre Ver- 
wendbarkeit für den beabsichtigten Zweck zu prüfen. Hierbei ergab 
sich, daß 2-Naphthol-7-sulfosaures Na (das ich abgekürzt als Sulfo- 
naphthol bezeichnen werde) in alkoholischer Lösung 1 : 5000 eine Diazo- 
reaktion von außerordentlicher Ähnlichkeit mit der des Urochromogens 
besaß. Stärkere Verdünnungen waren schon weniger verwertbar, 
weil bei der ihnen entsprechenden Diazoreaktion namentlich normaler 
Harne der gelbe Farbton der letzteren zu stören pflegte. 

Die Sulfonaphthollösung ergab sowohl mit NH, wie mit fixem 
Alkali Diazoreaktion. Aus den angeführten Gründen habe ich aber, 
um Konstanz in den Reagenzien zu erreichen, immer nur die 20proz. 
Natronlauge verwendet. Die Diazobenzolsulfonsäure, welche ich an- 
wende, ist doppelt so stark als die nach Ehrlichs Vorschrift hergestellte. 
Nachdem ich mich überzeugt hatte, dafi sowohl diese stärkere Konzen- 
tration wie die Verwendung des fixen Alkali statt des NH, keine grund- 
legende Änderung der Diazoreaktion Ehrlichs bedeutete, habe ich diese 
Modifikation immer angewendet und stets in gleicher Weise sowohl für 
den Harn wie für die Sulfona phthollösung. 

Der Vorgang gestaltet sich daher folgendermaßen: in ein Meßglas 
kommen 24 ccm der vorgeschriebenen Sulfanilsäurelösung und dazu mittels 
Pipette 1 cem 0,5proz. NaNO,. Es wird mehrmals umgeschüttelt. Diese 
Lösung enthält 1: 1250 bzw. 3 ccm 0,0024 g reiner Diazobenzolsulfonsäure 
statt wie bei Ehrlich 0,002 g in 5ccm seiner Lösung. In eine der gleich 


tiefen Eprouvetten, die man sich vorrätig hält, kommen genau 5 ccm der 
Standardlösung, dazu unter Herummischen 3cem des Diazoreagens und 
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der späteren Untersucher] sie nur im pathologischen Harn fanden. Diese 
Divergenz hat Ehrlich veranlaßt, die Zusammensetzung seines Reagenz- 
gemisches genau anzugeben (50 ccm der gesättigten Sulfanilsäurelösung 
+ Leem 1 proz. NaNO,), eine Zusammensetzung, die bis heute beibehalten 
wurde. Aber eine gewisse Unsicherheit blieb infolgedessen doch zurück, und 
war man insbesondere in dem Urteil, ob die Ehrlichsche Reaktion durch 
eine oder mehrere Substanzen des Harns bewirkt würde, sehr zurück- 
haltend. Dies war um so mehr der Fall, weil man ja den eigehtlichen Diazo- 
körper gar nicht kannte. Unter den als Ursache dieser Reaktion angesehenen 
Substanzen tauchte denn auch bald der, bald jener Körper auf (Acetessig- 
säure, Pepton, Histidin), dessen Reaktionsfähigkeit man zum Teil erst 
damals bei der Verwendung stärker konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure 
kennengelernt hatte. 


Ki 


Nachdem ich einen Körper, das Urochromogen, als Träger der 
Ehrlichschen Probe sowohl im normalen wie im pathologischen Harn 
erkannt hatte, war es notwendig — insbesondere im Hinblick auf 
die Frage ihrer quantitativen Verwertung — auch die anderen Körper, 
welche mit der Diazobenzolsulfonsäure in Reaktion treten, einer ge- 
naueren Untersuchung zu unterziehen, um zu sehen, ob und welcher 
Anteil ihnen an der Rotfárbung mit dem Ehrlichschen Reagens und 
Alkali zukäme. Da ergab sich zunächst die wichtige Tatsache, daß 
auch dem Wasser eine Diazoreaktion zukommt, wenn Ammoniak zum 
Alkalisieren verwendet wird. 


I. Die Wasser- und Standard-Diazoreaktion. 


Stellt man in der vorgeschriebenen Weise die Diazoreaktion nach 
Ehrlich statt mit Harn mit Wasser an, so tritt nach dem Hinzufügen 
des gewöhnlichen 10proz. Ammoniaks innerhalb der ersten halben 
Minute eine orangerote Färbung auf, welche sich tagelang fast unver- 
ändert erhält. Hierbei macht es keinen Unterschied, ob man Brunnen- 
oder destilliertes Wasser benutzt. Als ich die 0,3proz. Tyrosinlósung 
zur quantitativen Auswertung der Diazoreaktion empfahl (5), war mir 
diese Eigenschaft des Wassers bzw. des Ammoniaks noch nicht bekannt. 
Erst als ich mit weniger konzentrierten Tyrosinlösungen auch den 
gleichen Ausfall der Probe erhielt, prüfte ich dieses Verhalten nach 
und fand dieses auffallende Ergebnis. Die Verwendung der Diazo- 
reaktion obiger Tyrosinlösung als Standardprobe war dadurch möglich, 
daß sich diese Probe in ihrer Intensität als recht konstant erwies und 
einen gut verwertbaren Farbenton zum Vergleich mit der Diazoreaktion 
des Urochromogens ergab. Infolgedessen war der so gewonnene Diazo- 
wert als Vergleichswert trotz einer unrichtigen Voraussetzung ver- 
wendbar. Dieses Verhalten machte es aber doch wünschenswert, eine 
so wichtige Fehlerquelle auszuschalten. Denn wenn auch normaler 
Harn selbst diese Wasserreaktion nicht gab, so war es doch denkbar. 
daß in Verdünnungen desselben oder in seinen Fraktionen bei ihrer 
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Verdünnung eine Diazoreaktion hervortrat, welche dem Wasser an- 
gehörte. Wegen dieser Unsicherheit bei der Verwendung des Ammoniaks 
habe ich später immer fixes Alkali verwendet, und zwar, wie ich noch 
begründen werde, in 20 proz. Lösung. 

Die 0,3prom. Tyrosinlösung gibt bei Verwendung von Kali- oder 
Natronlauge kaum eine Farbenänderung bei der Diazoreaktion und 
eine Iprom. nur eine äußerst schwache Rosafärbung. Deshalb mußte 
ich mich nach einem neuen Körper umsehen, dessen Diazoreaktion 
mir einen Vergleich mit der des Urochromogens gestattete. Dies war 
nicht leicht. Einen fertigen Farbstoff von gleicher Farbe habe ich 
nicht finden können. Auch war es wünschenswert, eine Diazoreaktion, 
die jedesmal frisch hergestellt werden konnte, zum Vergleich zu be- 
nutzen, um der leichten Änderung im Farbton der so empfindlichen 
Diazoreaktion durch die oft unvermeidliche, wenn auch geringe Ver- 
schiebung in der Zusammensetzung des Reagens Rechnung zu tragen. 
Denn solche Änderungen mußten dann nicht nur in der Harndiazo- 
reaktion, sondern auch in der der Vergleichsflüssigkeit zutage treten. 
Durch das Entgegenkommen der Höchster Farbwerke, welchen ich an 
dieser Stelle meinen besonderen Dank aussprechen möchte, wurde ich 
in die Lage versetzt, verschiedene Naphtholderivate auf ihre Ver- 
wendbarkeit für den beabsichtigten Zweck zu prüfen. Hierbei ergab 
sich, daß 2-Naphthol-7-sulfosaures Na (das ich abgekürzt als Sulfo- 
naphthol bezeichnen werde) in alkoholischer Lösung 1 : 5000 eine Diazo- 
reaktion von außerordentlicher Ähnlichkeit mit der des Urochromogens 
besaß. Stärkere Verdünnungen waren schon weniger verwertbar, 
weil bei der ihnen entsprechenden Diazoreaktion namentlich normaler 
Harne der gelbe Farbton der letzteren zu stören pflegte. 

Die Sulfonaphthollösung ergab sowohl mit NH, wie mit fixem 
Alkali Diazoreaktion. Aus den angeführten Gründen habe ich aber, 
um Konstanz in den Reagenzien zu erreichen, immer nur die 20proz. 
Natronlauge verwendet. Die Diazobenzolsulfonsäure, welche ich an- 
wende, ist doppelt so stark als die nach Ehrlichs Vorschrift hergestellte. 
Nachdem ich mich überzeugt hatte, daß sowohl diese stärkere Konzen- 
tration wie die Verwendung des fixen Alkali statt des N H, keine grund- 
legende Änderung der Diazoreaktion Ehrlichs bedeutete, habe ich diese 
Modifikation immer angewendet und stets in gleicher Weise sowohl für 
den Harn wie für die Sulfona phthollösung. 

Der Vorgang gestaltet sich daher folgendermaßen: in ein Meßglas 
kommen 24 ccm der vorgeschriebenen Sulfanilsäurelösung und dazu mittels 
Pipette 1 cem 0,5proz. NaNO,. Es wird mehrmals umgeschüttelt. Diese 
Lösung enthält 1: 1250 bzw. 3 ccm 0,0024 g reiner Diazobenzolsulfonsáure 
statt wie bei Ehrlich 0,002 g in 5ccm seiner Lösung. In eine der gleich 


tiefen Eprouvetten, die man sich vorrätig hält, kommen genau 5 ccm der 
Standardlösung, dazu unter Herummischen 3 cem des Diazoreagens und 
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1 ccm der 20 proz. Lauge, stets mittels Pipette. Die Standarddiazoreaktion, 
welche eine schóne Rotfárbung von nicht zu starker und nicht zu schwacher 
Intensität besitzt, hält sich ausgezeichnet mindestens eine Woche. Man 
erhält bei genauem Einhalten der Quantitätsverhältnisse stets dieselbe 
Farbe. Die vollständig ungefärbte Standardlösung ist monatelang haltbar. 

In derselben Weise wird auch mit Harn bzw. dessen Verdünnungen 
oder Fraktionen nach Neutralisierung bis zu schwach saurer Reaktion die 
Diazoprobe angestellt, bis durch kolorimetrischen Vergleich oder (nach 
einiger Übung) mit freiem Auge sich gleich starke Färbung der Diazoreaktion 
der stärksten Verdünnung mit der Standardprobe ergibt. Ich habe die 
Konzentration der Diazobenzolsulfonsáure auf das Doppelte erhöht und 
lieber die Menge des Reagens vermindert, weil die geringe Quantität des 
Urochromogens in normalen Harnen mit der ursprünglichen Methode nicht 
recht zum Vorschein kam. Ich habe keine zu hohe Konzentration gewählt, 
um nicht wieder in den Fehler der ersten Ära zu verfallen und andere 
Substanzen hierdurch nachzuweisen. Die stärkere Lauge habe ich gewählt, 
weil sich auf diese Weise ein Fehler von einer zu starken sauren Reaktion 
der Flüssigkeit mit Sicherheit vermeiden ließ und ich jedesmal maximale 
Färbung mit dem gegebenen Reagens erzielen konnte. 


Mittels dieser der Urochromogenbestimmung zugrunde liegenden 
Methode ging ich auch an die Prüfung der bei der Diazoreaktion noch 
in Betracht kommenden Substanzen heran, um hierdurch zu einer 
Vorstellung zu gelangen, wieweit die in der Diazoprobe zum Vorschein 
kommende Rotfärbung dem Urochromogen allein oder daneben noch ` 
anderen Körpern zuzuschreiben sei. 


II. Die Traubenzuckerreaktion. 


Nach den Untersuchungen von Penzoldt, Petri (6), Penzoldt und Fischer 
(7), Escherich (8), Korach (9) u. a. kann man Traubenzucker noch in 0,1 proz. 
Lösung mittels konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure nachweisen. Im Harn 
gelingt dies erst bei einem Gehalt von 0,3 %. Zu diesem Zwecke verwendeten 
die Autoren entweder reine kristallisierte Diazobenzolsulfonsäure oder eine 
Lösung derselben von 1:60. Nach 2 bis 15 Minuten — beim Erhitzen 
früher — tritt Rotfärbung ein, welche allmählich in Rotviolett übergeht. 
Die Zuckerreaktion zeigt ein deutlich abgrenzbares zwischen D und F ge- 
legenes Band, welches die Diazoreaktion Ehrlichs nicht besitzt. Zum Alkalı- 
sieren darf nur fixes Alkali verwendet werden. Diese Probe wird von Korach 
zum Zuckernachweis im Harn warm empfohlen. Er stimmt Penzoldt voll- 
kommen bei, der in dieser Zuckerreaktion eine Probe gefunden zu haben 
glaubt, welche empfindlicher als die gewöhnlichen Reduktions- und ebenso 
scharf wie die Gärungsprobe ist. Nach Clemens gibt aber auch normaler 
Harn hierbei häufig gelbrote bis rote Farbe. 


Ich habe diese Probe vor allem im Hinblick auf ihre Teilnahme 
an der Diazoreaktion des Harns untersucht. Während reine Trauben- 
zuckerlösungen noch in Konzentrationen bis zu 0,2%, — in stärkerer 
Konzentration nie vor 2 Minuten, in schwächerer nie vor 10 Minuten 
auftretende — anfangs sehr schwache, später stärker werdende Rot- 
färbung mit dem von mir verwendeten Reagens zeigten, habe ich in 
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einfachen Fällen von Diabetes ohne Acetessigsäureausscheidung oder 
bei Zusatz von Traubenzucker zu normalem Harn sogar bis zu 10% 
nie eine Reaktion damit erhalten. Vergleichsproben von nativem oder 
konzentriertem Diabetesharn einmal mit fixem Alkali, das andere 
Mal mit NH, (wo die Reaktion nicht eintritt) ergaben auch bei recht 
langem Zuwarten eher eine Abschwächung der Färbung in der mit 
Natronlauge hergestellten Diazoreaktion als umgekehrt. Danach kann 
dem Traubenzucker kein Anteil an der Diazoreaktion Ehrlichs zukommen, 
weil er mit so schwach konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure im Harn 
überhaupt nicht reagiert. 


III. Die Acetessigsäurereaktion. 


Penzoldt und Fischer haben gezeigt, daß die Traubenzuckerreaktion 
mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure eine Aldehydreaktion darstellt. 
Acetaldehyd gibt dieselbe Färbung, Aceton wird dunkelrot. Bei den be- 
ständigeren aromatischen Aldehyden tritt die Reaktion erst auf Zusatz von 
Natriumamalgam auf. Auch beim Zucker wird die Reaktion durch Natrium- 
amalgam sehr beschleunigt und verstärkt. Nach Escherich kann auch 
äthyldiacetsaurer Alkohol die gleiche Purpurfärbung geben wie Zucker. 
Nach Korach zeigen acetonhaltige Harne eine ziegel- bis scharlachrote Ver- 
färbung bei der Zuckerreaktion, Aceton selbst oder Harn nach Zusatz von 
Aceton dagegen nicht. Arnold (10) hat das der Sulfanilsäure gleichwertige 
Paramidoacetophenon in stärkerer Konzentration als Reagens auf Acet- 
essigsäure verwendet, aber nicht mit Alkali-, sondern HCl-Zusatz. Munson 
und Oertel (11) haben beiVerwendung von 5proz., statt 5prom. Na N O,-Lösung 
in ihrem 10fach stärkeren Sulfodiazobenzol ein vorzügliches Reagens auf 
Acetessigsäure gefunden, während Aceton, $-Oxybuttersáure, Krotonsäure 
und der Äthyläther der Acetessigsäure keine Reaktion gaben. Spiethoff (12) 
erhielt mit einer viermal stärker konzentrierten Lösung von Diazobenzöl- 
sulfonsäure als der Ehrlichschen Vorschrift entspricht, mit Acetessigsäure - 
und ihrem Äthyläther schöne Rotfärbung. 


Schon Clemens betont, daß Acetessigsäure ebenso wie andere 
Diazoreaktion gebende Substanzen mit der von Ehrlich angegebenen 
Konzentration keine oder nur schwache Gelbfärbung gibt. Für die 
meisten von ihm erwähnten Körper kann ich dies bestätigen mit Aus- 
nahme der Acetessigsáure. Harne von Diabeteskranken gaben — 
wenn sie auch auf andere Weise nachgewiesene Acetessigsäure in 
größerer Menge enthielten — ausgesprochene Diazoreaktion nach 
meinem Verfahren sowohl wie in der ursprünglichen Vorschrift nach 
khrlich. Diese Tatsache ist für die Erkenntnis der Ehrlichschen Probe 
von großer Bedeutung. Bei quantitativen Auswertungen entfiel vom 
Diazowert oft mehr als das Dreifache des Urochromogenwertes auf 
Acetessigsäure (s. Tabelle 1). Die Diazoreaktion der Acetessigsäure 
hat zwar einen etwas hräunlicheren Ton, der besonders im Schaum 
hervortritt, aber im Harn zu einer Verwechslung mit Urochromogen 
Anlaß geben kann. Die Differenzierung gegenüber Urochromogen ist 
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durch die KMnO,-Probe möglich. Ausgesprochene Diazoreaktion in 
einem Diabetesharn fordert immer auf, auf Acetessigsäure zu prüfen. 
Zum Glück besitzen wir in der Gerhardischen eine in ihrer Empfindlich- 
keit die Diazoreaktion übertreffende Probe auf diesen Körper. Harne, 
welche infolge reichlicher Anwesenheit von Acetessigsäure eine Diazo- 
reaktion geben, zeigen oft noch nach zehnfacher Verdünnung die 
typische Violettfärbung mit Eisenchlorid. Aceton dagegen gibt keine 
Reaktion nach Ehrlich, ebensowenig Acetessigester. Im Gegenteil. 
die letztere Substanz hemmt die Diazoreaktion. 

Schon nach der Ammonsulfataussalzung des Harns tritt im Filtrat 
die Diazoprobe der Acetessigsäure völlig zurück. Obgleich der Körper 
durch Eisenchlorid noch in geringer Menge nachgewiesen werden kann, 
erhält man nunmehr keine ausgesprochene Diazoreaktion, wenn 
nicht Urochromogen in größerer Menge vorhanden ist. Dies ist natürlich 
beim Abdampfen solcher Harne ebenso der Fall. Spuren von Acet- 
essigsäure lassen sich durch die Diazoreaktion nicht mehr nachweisen. 
Es ist eine stärkere Konzentration an diesem Körper im Harn hierzu 
erforderlich. Bei der quantitativen Auswertung des Urochromogens 
darf die Acetessigsäure aber nicht außer acht gelassen werden. Wie 
leicht durch sie oder andere Substitutionsprodukte der Essigsäure 
Irrtümer entstehen können, möge ein Beispiel zeigen. Zum quanti- 
tativen Nachweis des Urochromogens wurde das Ammonsulfatfiltrat 
eines normalen Harns nach Zusatz von etwas konzentrierter Essigsäure 
mit dem doppelten Volumen absoluten Alkohols gefällt und hierauf 
auf dem kochenden Wasserbade konzentriert. In der eingedampften 
Flüssigkeit wurde ein etwa doppelt so großer Diazowert festgestellt, 
als erwartet wurde. Als hierauf dasselbe nur mit Zusatz von einigen 
Tropfen verdünnter H,SO, statt Essigsäure stattfand, war der Diazo- 
wert wieder normal. Durch das Erhitzen der alkoholischen essigsauren 
Flüssigkeit war offenbar ein Äthylsubstitutionsprodukt der Essigsäure 
entstanden, welches selbst eine Diazoreaktion gab. 

Die Diazoreaktion Khrlichs als eine Acetessigsäurereaktion auf- 
zufassen, wie es Munson und Oertel und mit ihnen Jaksch (13) getan 
haben, dazu liegt nicht der geringste Anlaß vor. Dies wurde ja durch 
zahlreiche Arbeiten schon widerlegt. Auch Arnold konnte mittels 
seiner sehr empfindlichen Probe auf Acetessigsäure den gleichen Nach- 
weis erbringen. Die Diazoreaktion der Acetessigsäure spielt nur im 
Diabetikerharn eine größere Rolle. In den geringen Spuren, in welchen 
sie nach Jaksch bei vielen infektiösen Krankheiten vorkommt, dürfte 
sie völlig in dieser Hinsicht zu vernachlässigen sein. Dies um so mehr, 
als wir sie bei der Ammonsulfataussalzung fast völlig beseitigen und, 
wie wir noch sehen werden, alle Versuche der quantitativen Bestimmung 
des Urochromogens vom Ammonsulfatfiltrat ausgehen müssen. 
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IV. Die Urobilinogen- und Bilirubinreaktion. 
Die Ammonsulfataussalzung als Grundlage der Urochromogenbestimmung. 


Wollen wir der eigentlichen Diazoreaktion des Harns, das ist der 
Urochromogenreaktion, näher kommen, so müssen wir trachten, alle 
Substanzen, welche sonst noch hierbei in Reaktion treten, ohne Verlust 
an Urochromogen zu beseitigen. Vom Urobilinogen und Bilirubin 


ist seit Ahrlichs Untersuchungen bekannt, daß sie Farbreaktionen 


mit dem Diazoreagens geben. Das Urobilinogen gibt die sogenannte 
„Kigelbreaktion“, d. h. intensive Gelbfärbung der Flüssigkeit und 
des Schaumes beim Zusatz der Diazobenzolsulfonsäure. Eine sekundäre 
Reaktion kommt dagegen dem Urobilinogen nicht zu. Man kann 
diese Verhältnisse genauer studieren, wenn man einen an Bilirubin 
und Urobilinogen reichen Harn mit Ammonsulfat aussalzt. Der mit 
gesättigtem Ammonsulfatwasser gewaschene Niederschlag enthält das 
Urobilinogen, welches sich erst allmählich in Urobilin umwandelt, 
und das Bilirubin. Übergießt man den Niederschlag mit einer schwachen 
Essigsäure (etwa 2proz.), so enthalten die ersten Filtrate nur Uro- 
bilin(ogen). Fügt man zu einer Probe mit starker Aldehydreaktion 
das Diazoreagens, so entsteht die eigelbe Reaktion des Urobilinogens, 
alkalisiert man, so blassen Flüssigkeit und Schaum merklich ab. Die 
Urobilin(ogen)-Lösung gibt mit einigen Tropfen des KMnt(,-Reagens 
sehr schöne Rotfärbung und zeigt dann neben Fluoreszenz das Uro- 
bilinspektrum sehr stark. Alkalisiert man eine solche Urobilin(ogen)- 
Lösung, so schlägt die Farbe in Gelb um. Weder die ersten noch späteren 
Filtrate enthalten Urochromogen zum Beweise, daß dieser Körper 
durch Ammonsulfat nicht ausgesalzen wird. Erst nachdem durch 
mehrmaliges Übergießen ein Teil des Urobilin(ogen)s in Lösung ge- 
gangen ist, beginnt das essigsaure Wasser neben Urobilin(ogen) auch 
Bilirubin zu lösen. Fügt man das Ehrlichsche Reagens zu einer solchen 
Lösung, so entsteht mehr oder weniger starke Rotviolettfärbung, 
welche nach dem Alkalisieren einer gewöhnlich recht schwachen grün- 
lichen Färbung Platz macht. Diese kann bei schwächeren Bilirubin- 
lösungen auch völlig fehlen, und blaßt die Probe dann ganz ab. Dem 
Bilirubin fehlt also ebenso wie dem Urobilinogen eine rote Sekundär- 
reaktion vollständig. Sie können sich daher an der roten Diazoreaktion 
des Harns nicht beteiligen, wohl aber können sie die Farbe der Flüssig- 
keit und des Schaumes beeinflussen, das Urobilinogen durch Bei- 
mengung eines schwach gelblichen, das Bilirubin durch Beimengung 
eines grünlichen Farbtones. So entstehen weißliche bis gelblichrote 
bzw. grünliche bis braunrote Schaumfärbungen in Harnen, welche 
außer Urochromogen noch größere Quantitäten Urobilinogen oder 
Bilirubin enthalten. 
18 * 
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Die Beseitigung dieser Farbstoffe ist daher wegen der Interferenz 
ihrer nativen Farbe oder der Farbe ihrer sekundären Diazoreaktion 
mit der roten Reaktion des Urochromogens notwendig. Dies gelingt 
ohne weiteres durch die Ammonsulfataussalzung. 25ccm bzw. ein 
Vielfaches des nativen Harns wird mit 20g bzw. einem Vielfachen 
fein pulverisierttem Ammonsulfat in einer Reibschale zusammen- 
gebracht, sorgfältig verrieben und filtriert. Das Filtrat ist so weit frei 
von Urobilin(ogen), Bilirubin, Hämatoporphyrin und Uroerythrin, 
daß sich ein störender Einfluß derselben oder ihrer Diazoreaktionen 
nicht mehr geltend macht. Dies gilt auch besonders vom Uroerythrin. 
Dieser Körper reagiert zwar mit dem ZEhrlichschen Reagens nicht 
unter Farbstoffbildung, aber er hemmt diese Probe außerordentlich. 
In den uroerythrinreichen nativen Harnen kann die Diazoreaktion 
völlig negativ, d. h. unter Fehlen jeder deutlichen Rotfärbung, aus- 
fallen. Verdünnt man aber den Harn zwei- bis dreimal oder salzt ihn 
aus, so erhält man oft eine starke Reaktion. Die Kenntnis dieser 
Störung ist besonders für die hochkonzentrierten, an Uroerythrin 
reichen Harne mancher Schwerkranker wichtig. Auf die Notwendig- 
keit, manche Harne zur Erzielung einer Diazoreaktion zu verdünnen, 
habe ich schon im Jahre 1907 (14) hingewiesen. Jetzt kann ich sagen, 
daß bei dieser Störung unter anderem auch das Uroerythrin eine große 
Rolle spielt. 

Neben den genannten Farbstoffen werden durch Ammonsulfat 
auch andere, wahrscheinlich aus der Nahrung stammende Farbstoffe 
ausgesalzen. Die Verfolgung des Urochromogens vereinfacht sich auf 
diese Weise außerordentlich. So gelingt es, worauf jüngst Klaften (15) 
hingewiesen hat, durch die Ammonsulfataussalzung auch den störenden 
Einfluß des Phenolphthaleins bei der Diazoreaktion zu beseitigen. 
Diese Substanz kann durch ihre Rotfärbung mit Alkalien zu einer 
Pseudoreaktion Anlaß geben, wird aber durch Ammonsulfat gefällt. 
Phenolphthalein gibt natürlich nicht die Permanganatprobe des Uro- 
chromogens. Der Gegensatz zwischen der Diazoreaktion des nativen 
Harns und der des Ammonsulfatfiltrats wird die Aufmerksamkeit auf 
die Anwesenheit derartiger Substanzen lenken. Außer dem als Medi- 
kament verabreichten Phenolphthalein gibt es sicher auch andere 
wahrscheinlich aus der Nahrung stammende Körper, die ihre Farbe 
durch Alkali in Rot umändern und die, wenn auch selten, doch in 
einem auffallenden Nachdunkeln einer fertigen Diazoreaktion sich 
kundgeben können. Soweit meine Erfahrungen reichen, werden auch 
sie durch Ammonsulfat ausgesalzen. Doch soll eine Diazoreaktion 
tunlichst innerhalb der ersten 2 Minuten nach ihrer Anstellung be- 
urteilt werden, weil sie später abblassen, mitunter aber auch nach- 
dunkeln kann. 
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Die genauere quantitative Verfolgung der Diazoreaktion Ehrlichs 
hat ergeben, daß ein nennenswerter Verlust an Urochromogen durch 
die Ammonsulfataussalzung im nativen Harn nicht stattfindet. 
Eine Tabelle möge dies illustrieren. Der Diazowert ist in Sulfonaphthol 
ausgedrückt. 
























































Tabelle I. 
Einfluß der Ammonsulfataussalzung auf die Diazoreaktion. 
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Im Ammonsulfatniederschlag frischer eiweißfreier oder Eiweiß in 
Spuren enthaltender Harne ließ sich kein Urochromogen nachweisen. 
Dieses Resultat wurde in jahrelangen Untersuchungen so oft erhalten, 
daß sich an dem Ergebnis nicht zweifeln ließ. Auch wenn 100 ccm Harn 
mit Ammonsulfat ausgesalzen, der Niederschlag mit gesättigter Ammon- 
sulfatlösung gewaschen und dann mit Wasser oder absolutem Alkohol 
ausgelaugt wurde, war eine Diazoreaktion in der Lösung nur höchstens 
in Spuren nachweisbar. Eine relativ größere Differenz zwischen dem 
Diazowert im nativen und dem mit Ammonsulfat ausgesalzenen Harn 
war nur in Diabetesfällen mit Diaceturie und in manchen meistens 
normalen Harnen zu finden. In den ersteren Fällen erklärt sich die 
Differenz durch das Verschwinden der Acetessigsäure, in den letzteren 
stieß die Erklärung auf Schwierigkeiten. Denn auch in diesen Fällen 
war im Ammonsulfatniederschlag kein Urochromogen zu finden, und 
doch war der Diazowert mitunter um die Hälfte niedriger geworden. 
Die zunächst liegende Erklärung wäre gewesen, flüchtige Substanzen 
analog der Acetessigsäure als Ursache der Differenz anzunehmen. 
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aber abgesehen davon, daß solche Substanzen nicht nachweisbar 
waren, haben zahlreiche Destillationsversuche ergeben, daß im ein- 
fachen Wasserdampfdestillat normaler Harne keine Diazoreaktion zu 
finden ist (Escherich, Weiss). Daher wurde dieser Erklärungsversuch 
aufgegeben. In einer Veränderung der bekannten Harnfarbstoffe 
durch die Aussalzung die Ursache zu suchen, dazu lag kein Anlaß vor, 
weil ihnen ja kein Anteil an der Diazoreaktion zukommt. So blieb 
nichts übrig, als eine Oxydation von uns noch unbekannten Sub- 
stanzen, die auch Diazoreaktionen geben, bei der Ammonsulfataus- 
salzung anzunehmen. Diese Substanzen treten um so mehr zurück, 
je mehr Urochromogen vorhanden ist, daher sehen wir durch die Ammon- 
sulfataussalzung keine oder nur geringe Verminderung in den Phthisiker- 
harnen mit höheren Diazowerten eintreten; sie können aber relativ 
um so mehr am Diazowert des nativen Harns teilnehmen, je mehr 
das Urochromogen zurücktritt. In normalen Harnen mit ihrem sehr 
geringen Urochromogengehalt kann bis zu 50%, des Diazowertes vor 
der Ammonsulfataussalzung auf sie entfallen. Diese mit Urochromogen 
nicht identischen und nur in manchen normalen oder pathologischen 
Harnen vorkommenden Substanzen, welche bei der Ammonsulfat- 
aussalzung verschwinden, dürften wohl eher der Nahrung als dem 
Gewebszerfall entstammen. 

Die Erklärung für die Verminderung des Diazowertes durch die 
Ammonsulfataussalzung in solchen Fällen in einer Zerstörung des 
Urochromogens zu suchen, war nicht möglich. Denn wenn hierbei 
Urochromogen zerstört würde, müßte dies mit einem analogen relativen 
Anteil auch in den Fällen mit höherer Urochromogenausscheidung 
und dann regelmäßig der Fall sein. Daß aber Urochromogen bei der 
Ammonsulfataussalzung nicht zerstört wird, konnte auch direkt be- 
wiesen werden. Wurde zu einer Urochromogenlösung von bekanntem 
Diazowert etwas Albumen zugefügt und dann mit Ammonsulfat aus- 
gesalzen, so war im Filtrat der Diazowert etwas vermindert. In dem 
mit Alkohol ausgelaugten Ammonsulfatniederschlag wurde aber das 
Urochromogen nicht nur qualitativ unverändert, sondern der fehlende 
Diazowert gefunden. 

Frischer, Kiwerß nicht in größerer Menge enthaltender Harn läßt 
sich daher durch Ammonsulfat aussalzen, ohne daß Urochromogen ver- 
loren geht. Wie leicht aber diese Eigenschaft des Urochromogens leidet, 
sieht man, wenn man einen frischen Harn unter Essigsäurezusatz 
eindampft. Solche Eindampfungen zwecks leichterer Bestimmung 
des Urochromogens ergaben im alkoholischen Extrakt ihres Ammon- 
sulfatniederschlags schon deutlich nachweisbare Spuren dieses Körpers. 
Dies kann nicht mit der Anreicherung des Urochromogens durch das 
Eindampfen zusammenhängen. Denn Harne, die von Haus aus einen 


Farbstoffanalyse des Harns. IV, 279 


drei- und viermal höheren Diazowert besaßen als so konzentrierte 
Harne, ließen Urochromogen im Ammonsulfatniederschlag völlig ver- 
missen. Dieser Körper ist daher sehr leicht Änderungen seiner Löslich- 
keit unterworfen, auch wenn er in seiner chemischen Konstitution 
anscheinend noch gar nicht verändert ist. Daß dies bei äußeren Ein- 
wirkungen, die mit einer Oxydation verbunden sind, um so leichter 
geschieht, versteht sich von selbst. Daher finden wir bei Darstellung 
der Urochromogenfraktion mittels Pb-Acctat und Lauge nicht nur 
eine Verminderung des Diazowertes gegenüber dem nativen Harn, 
sondern es kann im alkoholischen Extrakt der Ammonsulfatnieder- 
schläge aus solchen Fraktionen Urochromogen schon in größerer Quan- 
tität nachweisbar sein. 

Für quantitative Untersuchungen des Urochromogens ist daher 
nur das Ammonsulfatfiltrat nativer oder bei niedriger Temperatur 
konzentrierter Harne zu brauchen. Die Schätzung des Urochromogens 
gestaltet sich sehr einfach in den Fällen, wo die Diazoreaktion stärker 
ist als die Standardprobe. Denn dann braucht das Ammonsulfatfiltrat 
nur verdünnt zu werden, bis die Intensität der Färbung der Sulfo- 
naphtholdiazoreaktion erreicht ist. Wenn aber die Diazoreaktion 
schwächer ist, dann müssen wir das Ammonsulfatfiltrat zwecks Ver- 
gleichsmöglichkeit konzentrieren. Dies gilt besonders für normale 
Harne mit ihrem außerordentlich niedrigen Urochromogengehalt und 
ihrer dementsprechend meist nur spurenweise oder gar nicht rötlichen 
Diazoreaktion. Zu diesem Zwecke hat sich mir die Alkoholfállung 
des Ammonsulfatfiltrats am brauchbarsten erwiesen. Je nach der 
Intensität der Diazoreaktion des Ammonsulfatfiltrats muß eine zwei-, 
drei- bis zehnfache Konzentration angestrebt und daher ein entsprechen- 
des Quantum des Ammonsulfatfiltrats dazu genommen werden. Das- 
selbe wird nach vorheriger Ansäuerung mit vier bis zehn Tropfen ver- 
dünnter H,SO, in einem Kolben mit dem doppelten Volumen 95proz. 
Alkohols gefällt. Hierbei fällt das Ammonsulfat fast quantitativ aus. 
Es wird gut durchgeschüttelt, dann abfiltriert und der Niederschlag 
noch mit etwas Alkohol nachgewaschen. Der rein weiße Ammon- 
sulfatniederschlag gibt keine Diazoreaktion. Das blaßgelbe Filtrat 
wird auf dem Wasserbade bei etwa 50° auf ein kleines Volumen ein- 
gedampft, bis zu schwach saurer Reaktion neutralisiert, dann auf 
seine Diazoreaktion unter Vergleich mit der Standardprobe geprüft 
und der Diazowert ebenso berechnet, wie ich es in früheren Arbeiten 
beschrieben habe (16). 

Diese Methode erlaubt auch, in eiweißhaltigen Harnen das Urochromogen 
ohne Verlust zu bestimmen. Man fällt in der gewöhnlichen Weise mit 
Ammonsulfat aus, wäscht aber den Niederschlag, welcher, wie zuerst 


Stepp (17) nachgewiesen hat, etwas Urochromogen enthält, mit Alkohol 
nach, der das Urochromogen nebst den anderen Farbstoffen auslaugt. 
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Dieser Alkohol, der nach dem früher Auseinandergesetzten rote Diazo- 
reaktion gebende Substanzen auBer Urochromogen nicht enthált, wird mit 
dem anderen zur Ausfállung des Ammonsulfats verwendeten Alkohol ver- 
einigt und in der gleichen Weise wie früher verfahren. Man könnte auch 
das Eiweiß vorher durch Zusatz des doppelten Volumens Alkohol ausfällen. 
Im schwach angesäuerten Harn wird hierbei gar kein Urochromogen mit- 
gefällt, wie man sich leicht durch Lösung des rein weißen Eiweißnieder- 
schlages überzeugen kann. Nur das durch Wärme oder Ammonsulfat 
niedergeschlagene Eiweiß reißt auch etwas Urochromogen mit sich. Das 
eiweißfreie Filtrat wäre dann etwa bei 50° zu konzentrieren und nach 
Ammonsulfataussalzung der Diazowert zu bestimmen. 


Y. Die Diazoreaktion der Phenolsubstanz. 


Schon früher wurde erwähnt, daß Phenole die Diazoreaktion 
stören können. Sie mischen dem reinen Rot der Urochromogenreaktion 
einen gelben Ton bei, der vor allem in einer gelben bis bräunlichgelben 


Verfärbung des Schaumes zum Ausdruck kommt. 

Nach Penzoldt und Fischer färbt sich eine stark alkalische Phenol- 
lösung mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure dunkelrot. Diese Rot- 
färbung kommt mit dem Ehrlichschen Reagens nicht zustande. Auch eine 
stark konzentrierte wässerige Phenollösung (5: 100) gibt hierbei nur eine 
mäßige Orangefärbung, und stärkere Verdünnungen (1: 100 und darüber) 
geben nur Gelbfärbung der Flüssigkeit und des Schaumes. Mit dem Einfluß 
der Phenole auf die Ehrlichsche Probe hat sich vor allem Burghardt (13) 
beschäftigt. Er sagt: „Besonders wichtig sind Phenole als Störer der Diazo- 
reaktion. Sie geben mit dem Ehrlichschen Reagens eine intensiv gelbe 
Reaktion, und ihre Anwesenheit in größeren Mengen in Diazoharnen mischt 
dem roten Ton eine gelbe Farbe bei. Es resultiert eine gelbrote oder eine 
rein gelbe Reaktion auch dort, wo das Vorhandensein massenhafter Ehrlich- 
scher Diazokórper auf anderem Wege nachweisbar ist.“ Zunz (19) hat 
dieselbe Reaktion beschrieben. Er bezeichnet sie als gelbe alkalische Diazo- 
reaktion und führt sie mit Wahrscheinlichkeit auf die Anwesenheit von 
Phenolen oder von Körpern zurück, ‚deren Molekül ein oder mehrere 
Phenolradikale enthált.** Delearde und Hautefeuille (20) meinen, daß die 
Verminderung der Intensität und das Verschwinden der Diazoreaktion 
beim Abklingen akuter Krankheiten, sowie die völlige Abwesenheit oder 
das Verschwinden derselben bei Diphtherie, Erysipel und Scharlach 
vielleicht von einer vermehrten Phenolausscheidung herrührt. Auf den 
Zusammenhang dieser gelben Diazoreaktion mit Phenolen schließt Burg- 
hardt, weil er sie dort fand, wo mittels der Phenolprobe nach Salkowsk: 
(Kochen mit HNO, und Zusatz von Bromwasser) reichlich Phenole nach- 
weisbar waren. Häufig ist es ihm auch gelungen, durch Abdestillieren aus 
dem angesäuerten Harn, Einkochen bis zur Trockene, durch Äther- oder 
Amylalkoholextraktion, durch Pb-Acetatfällung oder Behandlung mit 
Knochenkohle diese störende Substanz zu beseitigen, wenn auch nicht 
immer ohne Verlust und ohne Beeinträchtigung der Diazoreaktion. Obwohl 
Burghardt den störenden Einfluß der Phenole nach seinen Versuchen für 
erwiesen hält, hat er doch nicht selten auch solche Harne gefunden, die trotz 
reichlichen Phenolgehaltes eine intensive Diazoreaktion ohne weiteres 
gaben. Auch tiefe Carbolfärbung störte in einzelnen Fällen die Diazo- 
reaktion nicht oder nicht erheblich. 
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Bei meinen eigenen Untersuchungen bin ich auch jenem Körper 
begegnet, der sich durch eine oft recht intensive Gelbfärbung des 
Schaumes bei der Diazoreaktion verrät. Er zeigt Eigenschaften, welche 
die von Burghardt und Zunz angenommene Phenolnatur äußerst wahr- 
scheinlich machen. Er läßt sich zum Teil dem angesäuerten Harn mit 
Äther entziehen, wird durch neutrales Pb-Acetat teilweise gefällt und 
verschwindet aus dem mit 5%, Mineralsäure unter Abdampfen ein- 
gekochten Harn, zugleich mit den durch die Hydrolyse freigewordenen 
Phenolen. Er wird im Gegensatz zum Urochromogen in saurer Lösung 
durch KMnO, nicht oder nur wenig geschädigt. Dadurch kann man 




















Tabelle II. 
Diazoreaktionen nach Ehrlich. 
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die gelbe Diazoreaktion, nachdem die rote des Urochromogens zurück- 
getreten ist, deutlicher zur Anschauung bringen und erkennen, daß 
sie völlig der analogen Probe einer Phenollösung gleicht. Sie beeinflußt 
die rote Diazoreaktion durch die Beimengung eines gelben Tones, 
der sich aber fast nur in der Schaumfärbung äußert. Da schon eine 
Konzentration an Phenol von 1: 100, die niemals im Harn vorkommt, 
nur eine gelbe und sogar die höchst mögliche von 5: 100 nur eine 
schwache Orangediazoreaktion gibt (s. Tabelle II), so ist eine Steigerung 
der roten Diazoreaktion des Urochromogens durch diese Substanz 
nicht möglich. Schwieriger war schon die Frage zu beantworten, ob 
nicht eine Abschwächung der Rotfärbung hierdurch eintreten könnte. 
Zu diesem Zwecke wurden 5ccm einer Urochromogenlösung mit 
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Dieser Alkohol, der nach dem früher Auseinandergesetzten rote Diazo- 
reaktion gebende Substanzen außer Urochromogen nicht enthält, wird mit 
dem anderen zur Ausfällung des Ammonsulfats verwendeten Alkohol ver- 
einigt und in der gleichen Weise wie früher verfahren. Man könnte auch 
das Eiweiß vorher durch Zusatz des doppelten Volumens Alkohol ausfällen. 
Im schwach angesäuerten Harn wird hierbei gar kein Urochromogen mit- 
gefällt, wie man sich leicht durch Lösung des rein weißen Eiweißnieder- 
schlages überzeugen kann. Nur das durch Wärme oder Ammonsulfat 
niedergeschlagene Eiweiß reißt auch etwas Urochromogen mit sich. Das 
eiweißfreie Filtrat wäre dann etwa bei 50° zu konzentrieren und nach 
Ammonsulfataussalzung der Diazowert zu bestimmen. 


V. Die Diazoreaktion der Phenolsubstanz. 


Schon früher wurde erwähnt, daß Phenole die Diazoreaktion 
stören können. Sie mischen dem reinen Rot der Urochromogenreaktion 
einen gelben Ton bei, der vor allem in einer gelben bis bräunlichgelben 
Verfärbung des Schaumes zum Ausdruck kommt. 

Nach Penzoldt und Fischer färbt sich eine stark alkalische Phenol- 
lösung mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure dunkelrot. Diese Rot- 
färbung kommt mit dem Ehrlichschen Reagens nicht zustande. Auch eine 
stark konzentrierte wässerige Phenollösung (5: 100) gibt hierbei nur eine 
mäßige Orangefärbung, und stärkere Verdünnungen (1: 100 und darüber) 
geben nur Gelbfárbung der Flüssigkeit und des Schaumes. Mit dem Einfluß 
der Phenole auf die Ehrlichsche Probe hat sich vor allem Burghardt (18) 
beschäftigt. Er sagt: „Besonders wichtig sind Phenole als Störer der Diazo- 
reaktion. Sie geben mit dem Ehrlichschen Reagens eine intensiv gelbe 
Reaktion, und ihre Anwesenheit in größeren Mengen in Diazoharnen mischt 
dem roten Ton eine gelbe Farbe bei. Es resultiert eine gelbrote oder eine 
rein gelbe Reaktion auch dort, wo das Vorhandensein massenhafter Ehrlich- 
scher Diazokórper auf anderem Wege nachweisbar ist.“ Zunz (19) hat 
dieselbe Reaktion beschrieben. Er bezeichnet sie als gelbe alkalische Diazo- 
reaktion und führt sie mit Wahrscheinlichkeit auf die Anwesenheit von 
Phenolen oder von Körpern zurück, ‚deren Molekül ein oder mehrere 
Phenolradikale enthält.“ Delearde und Hautefeuille (20) meinen, daß die 
Verminderung der Intensität und das Verschwinden der Diazoreaktion 
beim Abklingen akuter Krankheiten, sowie die völlige Abwesenheit oder 
das Verschwinden derselben bei Diphtherie, Erysipel und Scharlach 
vielleicht von einer vermehrten Phenolausscheidung herrúhrt. Auf den 
Zusammenhang dieser gelben Diazoreaktion mit Phenolen schließt Burg- 
hardt, weil er sie dort fand, wo mittels der Phenolprobe nach Salkowski 
(Kochen mit HNO, und Zusatz von Bromwasser) reichlich Phenole nach- 
weisbar waren. Häufig ist es ihm auch gelungen, durch Abdestillieren aus 
dem angesäuerten Harn, Einkochen bis zur Trockene, durch Äther- oder 
Amylalkoholextraktion, durch Pb-Acetatfällung oder Behandlung mit 
Knochenkohle diese störende Substanz zu beseitigen, wenn auch nicht 
immer ohne Verlust und ohne Beeinträchtigung der Diazoreaktion. Obwohl 
Burghardt den störenden Einfluß der Phenole nach seinen Versuchen für 
erwiesen hält, hat er doch nicht selten auch solche Harne gefunden, die trotz 
reichlichen Phenolgehaltes eine intensive Diazoreaktion ohne weiteres 
gaben. Auch tiefe Carbolfärbung störte in einzelnen Fällen die Diazo- 
reaktion nicht oder nicht erheblich. 
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Bei meinen eigenen Untersuchungen bin ich auch jenem Körper 
begegnet, der sich durch eine oft recht intensive Gelbfärbung des 
Schaumes bei der Diazoreaktion verrät. Er zeigt Eigenschaften, welche 
die von Burghardt und Zunz angenommene Phenolnatur äußerst wahr- 
scheinlich machen. Er läßt sich zum Teil dem angesäuerten Harn mit 
Äther entziehen, wird durch neutrales Pb-Acetat teilweise gefällt und 
verschwindet aus dem mit 5% Mineralsäure unter Abdampfen ein- 
gekochten Harn, zugleich mit den durch die Hydrolyse freigewordenen 
Phenolen. Er wird im Gegensatz zum Urochromogen in saurer Lösung 
durch KMnO, nicht oder nur wenig geschädigt. Dadurch kann man 
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Diazoreaktionen nach Ehrlich. 
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die gelbe Diazoreaktion, nachdem die rote des Urochromogens zurück- 
getreten ist, deutlicher zur Anschauung bringen und erkennen, daß 
sie völlig der analogen Probe einer Phenollösung gleicht. Sie beeinflußt 
die rote Diazoreaktion durch die Beimengung eines gelben Tones, 
der sich aber fast nur in der Schaumfärbung äußert. Da schon eine 
Konzentration an Phenol von 1: 100, die niemals im Harn vorkommt, 
nur eine gelbe und sogar die höchst mögliche von 5: 100 nur eine 
schwache Orangediazoreaktion gibt (s. Tabelle II), so ist eine Steigerung 
der roten Diazoreaktion des Urochromogens durch diese Substanz 
nicht möglich. Schwieriger war schon die Frage zu beantworten, ob 
nicht eine Abschwächung der Rotfärbung hierdurch eintreten könnte. 
Zu diesem Zwecke wurden 5ccm einer Urochromogenlösung mit 
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einem Tropfen Carbolsäure versetzt, also eine lproz. Phenollósung 
hierdurch erzeugt und Parallelproben angestellt. Es ergab sich, daß 
die mit Phenol versetzte Urochromogenlösung nur eine Spur schwächer 
in ihrer Diazoreaktion gefärbt war als die Parallelprobe. Die letztere 
hatte den typischen rosanen Schaum, die erstere stark gelben Schaum. 
Die Verminderung war aber so gering, daß sie kaum sicher zu bestimmen 
war. Sie betrug höchstens !/, der Gesamtfarbe. Wie erwähnt, kommen 
derartige Konzentrationen von freiem Phenol im Harn niemals vor. 
Wurde eine Urochromogenlösung mit Phenol 1: 1000 versetzt, so war, 
obgleich der Schaum wieder sehr stark gelb gefärbt war, gegenüber 
einer Parallelprobe ein Unterschied in der Rotfärbung der Flüssigkeit 
nicht mehr festzustellen. 

Phenole werden im Harn fast ausschließlich im gebundenen Zu- 
stande ausgeschieden. Bei meinen quantitativen Phenolbestim- 
mungen (21) habe ich darauf geachtet, ob in den Fällen erhöhter Phenol- 
ausscheidung diese gelbe Diazoreaktion besonders häufig gefunden 
würde. Es war nicht der Fall. Auch Harne mit einer Phenolausscheidung 
von 1,4g p. d. (in Phenol ausgedrückt) ließen diese Reaktion ver- 
missen, während sie andererseits bei geringerem Phenolgehalt oft ge- 
funden wurde. Es ist daher begreiflich, daß Burghardt, welcher die 
Probe von Salkowski zur Beurteilung der Phenolausscheidung benutzt 
hat, wobei auch gebundene Phenole in Reaktion treten, keinen sicheren 
Parallelismus der gelben alkalischen Diazoreaktion zur Phenolaus- 
scheidung feststellen konnte. Dies wäre erst möglich, wenn die im Ham 
enthaltenen freien Phenole für sich bestimmt würden. 

Die Menge der freien Phenole im Harn des Menschen kann nach 
allen vorliegenden Erfahrungen nur gering sein. Sie ist sicher auch 
bei stärkerer Anreicherung niemals so groß, daß ihre gelbe Diazoreaktion 
irgendwie nennenswert die rote Diazoreaktion des Urochromogens in 
ihrer Vergleichbarkeit mit der Standardprobe in positivem oder nega- 
tivem Sinne zu beeinflussen vermöchte. Sie kann jedoch Gelbfärbung 
des Schaumes bewirken. Eine Diazoreaktion mit rotgefárbter Flüssigkeit 
muß daher unter den aus dem Bisherigen sich ergebenden Kautelen auch 
dort auf Urochromogen bezogen werden, wo der Schaum gelb gefärbt ist 
und kann auch in solchen Fällen die Probe quantitativ ausgewertet 
werden. Eine Störung wäre vielleicht eher denkbar durch Bindung 
des Diazoreagens, so daß die Urochromogenreaktion nicht voll zur 
Entfaltung kommen könnte. Dann müßte man statt 3 ccm des Reagens 
4 bis 5ccm verwenden. Mir selbst ist bisher eine solche Störung aber 
nicht aufgefallen. 

Von den von Ehrlich aufgestellten Kriterien seiner Probe wäre somit 
unter den angegebenen Sicherungen nur die Rotfärbung der Flüssigkeit 
als unbedingt erforderlich anzusehen. Die primäre Gelbfärbung des 
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Urochromogens nach dem Hinzufügen des Sulfodiazobenzols ist im 
nativen Harn wegen der freien H-Ionen in der Regel sehr ausgesprochen, 
sie kann aber fehlen, wenn die Reaktion der Flüssigkeit sauer ist. 
Die sogenannte tertiäre Reaktion — das grüne bis schwarze Sediment 
nach 24stündigem Stehen der fertigen Probe — ist als unwesentlich 
schon früher von den meisten Autoren aufgegeben worden. Nur die 
rote Flüssigkeit und der rote Schaum wurden noch als wesentlich be- 
trachtet. Nachdem die sekundäre Rotfárbung mit der Diazobenzol- 
sulfonsäure nach Ehrlich als Reaktion des Wrochromogens im Harn 
sichergestellt ist und wir den Einfluß der verschiedenen störenden 
Substanzen auf die Färbung der Flüssigkeit und des Schaumes ge- 
nauer kennen und zum Teil ausschalten können, tritt auch der Schaum 
als wesentliches Kriterium der Ehrlichschen Probe zurück gegenüber 
anderen Methoden, die eine Identifizierung des Urochromogens gestatten. 

Die Phenolsubstanz kann, wenn sie vorhanden ist, sehr zähe das 
Urochromogen begleiten. Sie folgt ihm in allen seinen Fraktionen 
und ist daher auch im Ammonsulfatfiltrat und in der gelben Farbstoff- 
fraktion nachzuweisen. Sie geht auch in den alkoholischen Extrakt 
des Ammonsulfatfiltrats über. In den mit Ammonsulfat ausgesalzenen 
Urochromogenfraktionen tritt sie beim Stehen in der Wärme um so 
stärker hervor, je mehr .die rote Diazoreaktion des Urochromogens 
bei seiner Umwandlung in Uromelanin zurücktritt. In den Uromelanin- 
lösungen ist sie nicht nachweisbar. Bei einem stärkeren Urochromogen- 
gehalt des Harns tritt sie bei Verdünnung in der Regel so stark zurück, 
daß eine Gelbfärbung des Schaumes der Diazoprobe meistens fehlt. 
Je schwächer der Urochromogengehalt ist, um so mehr kann auch 
die Phenolsubstanz in der Diazoreaktion mit zum Vorschein kommen. 
Daher finden wir diese Substanz relativ häufiger bei der Urochromogen- 
bestimmung normaler Fälle, die mit einer stärkeren Konzentration 
aller Harnbestandteile verbunden ist. 

Die Phenolsubstanz ist kein regelmäßiger Bestandteil des Harns. 
Sie kann im Harn von Kindern und Erwachsenen, Kranken und Ge- 
sunden vorkommen. Manchmal schien es, als ob sie gegen das Lebens- 
ende bei besonders rapidem Verfall auftreten würde, aber eine Gesetz- 
mäßigkeit ist in dieser Beziehung nicht vorhanden. Sie kann auch 
völlig im Harn fehlen, so daß auch stärkere Konzentrationen desselben 
keinen gelben Schaum der Diazoreaktion erkennen lassen. Bei ein 
und demselben Individuum kommt sie an manchen Tagen vor, an 
anderen wieder nicht oder nur in Spuren. Sie dürfte eher exogenen 
als endogenen Ursprung haben. Klimmer und Schmidt (22) haben bei 
ihren Untersuchungen der Diazoreaktion an 200 Rindern durchgängig 
einen zwischen gelb und rötlichorange gelegenen Farbton gefunden. 
Typische Karminrotfärbung wurde nie beobachtet. Stets war vielmehr 
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ein gelber Farbton beigemengt. Dieser Befund kann als Bestätigung 
für die Auffassung von Burghardt und Zunz dienen, daß Phenole, welche 
im Rinderharn in größerer Menge frei enthalten sind als beim Menschen, 
die Ursache dieser gelben Diazoreaktion sind. Dann aber gelangt 
diese Substanz höchst wahrscheinlich auf dem Wege über den Darnı 
in den Harn. 


VI. Die Diazoreaktion des Tyrosins und der Oxysäuren. 


Das Tyrosin ist ein-äußerst seltener und dann nur in relativ ge- 
ringer Menge ausgeschiedener Harnbestandteil. 


Ehrlich erhielt keine Diazoreaktion mit Tyrosin, Clemens dagegen ja. 
Nach meinen Untersuchungen gibt Tyrosin erst in stärkerer Konzentration 
(etwa 1: 200) mit dem Ehrlichschen Reagens und Lauge eine dunkelrote 
Färbung. In solcher Konzentration kommt es aber nie im Harne vor. 
Außerdem wird es durch Ammonsulfat niedergeschlagen. Es kann sich 
daher an der im Ammonsulfatfiltrat geprüften Diazoprobe in keiner Weise 
beteiligen. Die Oxysáuren, Paraoxyphenylessigsäure und Paraoxyphenyl- 
propionsäure, waren die einzigen Körper, welche Ehrlich eine Rotfärbung mit 
seinem Reagens ergaben. Doch blieb bei diesen Substanzen das Rot dauernd, 
während die Urochromogendiazoreaktion bekanntlich in wässeriger Lösung 
bald abblaßt. Schon Ehrlich hat daher diesen Körpern keinen Anteil an 
seiner Reaktion zugeschrieben. Nach Engeland (23) wird die Diazoreaktion 
nach Entfernung der Oxysäuren nicht merklich schwächer. Die Oxysäuren 
können durch Äther bei saurer Reaktion dem Harn entzogen werden. Man 
kann sich daher eine Vorstellung einerseits über ihre Quantität mittels der 
Miülonschen Probe (24) bilden, andererseits über ihren Anteil an der 
Diazoreaktion. Nach den Untersuchungen von Baumann und Blumenjeld 
werden normalerweise 0,010 — 0,020 g Oxysäuren täglich ausgeschieden, 
im Durchschnitt daher 0,015 g. Ich selbst fand in normalen Fällen etwa 
0,010 g p. d. Der abgedunstete Ätherextrakt der Oxysáuren aus einem 
Tagesharn gibt in 10 ccm Wasser gelöst nur eine sehr schwache Diazo- 
reaktion. Dies würde bei einem Gehalt von 0,01: 10 = 1: 1000 entsprechen. 
Lösen wir diesen Rückstand statt in 10 cem in 30 ccm Wasser, so fehlt jede 
Diazoreaktion nach Ehrlich. Kine Konzentration von etwa 1: 3000 gibt 
daher keine Diazoreaktion mehr. Im Harn sind Oxysäuren aber nur in einer 
Konzentration von 1: 100000 etwa enthalten. Daß ihnen in dieser Ver- 
dünnung kein Anteil an der Ehrlichschen Probe zukommen kann, begreift 
sich von selbst. Aber auch in den aus Harn hergestellten Fraktionen bis zur 
l0fachen Konzentration und darüber können die Oxysäuren keine Rolle 
bei der Diazoreaktion spielen. Denn ein 10fach eingeengter Harn würde die 
Oxysáuren nur in einer Konzentration von 1: 10000 enthalten, wo sie nicht 
die geringste Diazoreaktion geben. 

Auch in pathologischen Fällen ist die Ausscheidung an Oxysäuren nur 
selten höher. Bei Karzinomen fand ich mitunter einen Wert von 0,030 g p.d. 
Auch eine solche Ausscheidung kann selbst bei 10facher Konzentration 
noch keine Rotfärbung mit den Diazoreagenzien geben. Von den Oxysäuren 
ist daher eine Beeinflussung der Ehrlichschen Probe nicht zu befürchten. 
Wenn aber einmal eine besonders hohe Ausscheidung an ihnen in Betracht 
kommt, so stößt ihre Beseitigung durch zweimalige Ätherextraktion auf 
keinerlei Schwierigkeit. Dicse käme aber nur bei quantitativer Auswertung 
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der Diazoprobe und nur dann in Betracht, wenn der Harn oder die vor- 
liegende Fraktion an sich schon eine starke Millonsche Probe gibt. Im 
allgemeinen aber können die Oxysäuren bei der Beurteilung der Diazo- 
reaktion des Urochromogens völlig vernachlässigt werden. 


Hermanns und Sachs (25) betrachten eine Monoätherschwefelsäure des 
Tyrosins als Ursache der Ehrlichschen Diazoreaktion bei der Tuberkulose. 
Sie meinen nämlich, daß es sich bei der Diazoreaktion um verschiedene 
kuppelungsfähige Körper handelt, und daß z. B. im Harn der Tuberkulösen 
ein anderer Körper ausgeschieden würde als z. B. bei der Trichinose. Sie 
fanden auch, daß man die Reaktion beim normalen Harn dadurch, daß man 
ihn.im Vakuum stark eindampft, erzeugen kann. Über meine Arbeiten, in 
welchen ich die Urochromogennatur des Prinzips dieser Reaktion nach- 
zuweisen mich bemüht habe, mit wenigen Worten hinweggehend, sind sie 
nochmals an die Lösung der Frage herangegangen. Die Grundlage ihrer 
Methode ist Säurehydrolyse und Ätherextraktion. Daß der Ehrlichsche 
Diazokörper in Äther unlöslich ist, wurde in zahlreichen Arbeiten fest- 
gestellt und wird auch von den Autoren wieder bestätigt. Neu ist die An- 
nahme von Hermanns und Sachs, daß das Prinzip der Ehrlichschen Probe 
im Harn chemisch gebunden ist und durch Säurehydrolyse frei wird. Aller- 
dings ist es dabei auffallend, daß der native eingedampfte Harn trotz 
Kochens mit Säuren an Äther nichts abgab. Dies gelang den Autoren erst 
nach Eindampfen des Harns auf den 30. Teil seines Volumens. Obgleich 
Hermanns und Sachs sich bemühen, den nahegelegenen Einwand, daß bei 
der Hydrolyse frei gewordene Phenole in Reaktion treten, entsprechend zu 
widerlegen, ist doch ein überzeugender Beweis gegen diesen Einwand nicht 
erbracht. Auch ist die Angabe nicht recht verständlich, daß die Diazo- 
reaktion besonders deutlich in dem ,,braunen Bodensatz'*' ist, der sich im 
Extraktionskölbchen abzusetzen pflegte. Ist das frei gewordene Prinzip der 
Diazoreaktion in Äther löslich, so bedarf es wohl keines Bodensatzes, sondern 
es muß im Gegenteil der Diazokörper im Äther selbst vor allem enthalten sein. 
Hermanns und Sachs schließen aus der Millonschen Reaktion ihrer Substanz 
auf ein Tyrosinderivat. Wie ich in früheren Arbeiten angeführt habe, ist 
ınan äußerst leicht Täuschungen in dieser Richtung ausgesetzt, weil Millon- 
sche Reaktion gebende Substanzen dem Urochromogen sehr zúhe anhaften. 
Dies gilt natürlich von einem aus hydrolysiertem Harn durch Äther- 
extraktion gewonnenen Körper um so mehr. Daß aber diese Reaktion mit 
dem Prinzip der Ehrlichschen Probe nichts zu tun hat, glaube ich dadurch 
bewiesen zu haben, daß ich Diazoreaktion gebende Substanzen ohne jede 
Millonsche Probe erhielt. Auch gibt das zweifellos genetisch mit dem Uro- 
chromogen zusammenhängende Uromelanin niemals eine solche Probe. Wenn 
eine Monoätherschwefelsäure des Tyrosins die Ursache der Ehrlichschen 
Probe ist, wie Hermanns und Sachs meinen, so würde Tyrosin bei der hydro- 
lytischen Spaltung frei. Dann aber wäre eine Abschwächung der Diazo- 
reaktion durch die Hydrolyse zu erwarten, wegen der wahrscheinlichen 
Verkürzung um die Seitenkette, welche die Intensität einer jeden Diazo- 
reaktion beeinflußt.  Hydrolysierter Harn gibt aber quantitativ gleich 
starke Diazo- und Permanganatreaktion wie der native Harn. Tyrosin kann 
jedoch auch wegen der ihm zukommenden äußerst schwachen Diazoprobe 
die so intensive Ehrlichsche Reaktion nicht erklären. 

In eigenen Untersuchungen habe ich die Beziehung zwischen dem aus 
der Intensität der Millonschen Probe sich ergebenden Tyrosinwert des Harns 
und seiner verschiedenen Fraktionen und der Ehrlichschen Diazoreaktion 
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festgelegt und bin auf diesem Wege zu dem Ergebnis gelangt, daß zwischen 
diesen beiden Reaktionen keine Relation besteht. Wäre eine Monoáther- 
schwefelsäure des Tyrosins an der Ehrlichschen Probe beteiligt, so hätte 
mit dem zunehmenden Urochromogengehalt die Millonsche Probe um so 
stärker ausfallen müssen, was durchaus nicht der Fall war. Der gesamte, 
durch quantitative Auswertung der Millonschen Probe erhaltene Tyrosin- 
wert betrug auch in Fällen mit sehr starker Diazoreaktion höchstens 0,60 oder, 
nach oben abgerundet, nie mehr als 1: 1000 p. d., eine Konzentration, 
welche fast gar keine Diazoreaktion gibt. Davon entfällt fast alles auf die 
erst durch Hydrolyse frei werdenden Phenole, welche auch abdestilliert 
werden konnten. Der native Harn gibt weder in normalen, noch in patho- 
logischen Fällen mit starker Diazoprobe eine deutliche Mon sche Reaktion. 
Dies müßte aber, und zwar in einem gewissen Parallelismus zur Ehrlichschen 
Probe der Fall sein, wenn die Auffassung von Hermanns und Sachs 
richtig wäre. 

So sehr jeder Beitrag zur Aufklärung der Konstitution des Urochro- 
mogens zu begrüßen wäre, so kann ich doch in diesem von Hermanns und 
Sachs vorläufig nur als Hypothese aufgestellten Erklärungsversuch keinen 
Fortschritt erblicken. Auch wollen diese Autoren die von mir angegebene 
Permanganatprobe, deren Vorhandensein sie bestätigen, nur als eine 
Reaktion einer ungesättigten Verbindung auffassen. Zwischen einer ein- 
fachen Reduktion des Permanganats, wie sie nach Baeyer allen ungesättigten 
Verbindungen zukommt und der so ausgesprochenen Gelbfärbung des 
Urochromogens durch Permanganat ist aber wohl ein großer Unterschied. 
Diese in einer starken chromogenen Tendenz begründete Reaktion beweist mehr 
als den ungesáttigtlen Charakter meines Körpers. Sie weist auf die Zugehörigkeit 
zu einer bestimmten Gruppe von Substanzen hin, als deren einfachsten Repräsen- 
tanten wir vielleicht das Phenol ansehen dürfen. 

Die seit Jahrzehnten Medizin und Chemie in gleicher Weise be- 
schäftigende Frage der Diazoreaktion wurde von mir in eine bestimmte 
Richtung gebracht und ihr Zusammenhang mit einem als Urochromogen 
bezeichneten Körper sichergestellt. Hermanns und Sachs meinen, daß durch 
meine Arbeiten zwei Probleme miteinander verknüpft und keines gelöst 
wurde. Die Verknüpfung mit dem Urochromproblem war keine willkürliche, 
sondern eine sich in wissenschaftlicher Folgerichtigkeit notgedrungen ergebende. 
Daß das Urochromproblem nicht mit einem Schlage zu lösen ist, wird jeder, 
der die Schwierigkeiten der Frage beurteilen kann, leicht einsehen. Daß 
aber meine Arbeiten zur Lösung der beiden Probleme doch einigermaßen 
beigetragen haben, dürfte schon jetzt kaum zu bezweifeln sein. 


VII. Die Diazoreaktion der Imidazolderivate. 


Histidin und andere Imidazolderivate geben nach Pauli mit konzen- 
trierter Diazobenzolsulfonsäure in alkalischer Lösung eine starke Rot- 
färbung. Engeland ist geneigt, die pathologische Diazoreaktion nach 
Ehrlich zum Teil auf Histidin zu beziehen. Er meint, daß die Menge der 
Imidazolderivate im Harn zur Erklärung der Reaktion hinreichen. Die 
sogenannte negative Diazoprobe nach Ehrlich würde sich durch die An- 
wesenheit ablenkender Stoffe, wie von Kreatinin oder Aminen erklären. 

Ich habe mich in einer besonderen Arbeit mit der Diazoreaktion der 
Imidazolderivate beschäftigt (26) und einen in Histidin ausgedrückten Wert 
für den Harn feststellen können. Dieser Wert betrug etwa 0,5 g p. d 
Wenn auch in diesem Werte bei der außerordentlichen Reaktionsfähigkeit 
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der konzentrierten Diazobenzolsulfonsáure sicher noch manches andere 
mitbestimmt ist, so war doch durch geeignete Fállungsreaktionen und 
insbesondere durch die den Histidinderivaten eigene Knoopsche Reaktion 
zu beweisen, daß solche Körper hierbei reagieren. Engelands Befund, daß 
Histidinderivate in jedem Harn vorkommen, wurde hierdurch bestätigt. 
Auch Fürth (27), welcher die Diazoreaktion Paulis in der von mir und 
Szobelew angegebenen Modifikation zum Studium dieser Frage verwendet 
hat, kommt zum gleichen Ergebnis. Ich habe aber schon damals feststellen 
können, daß ein Parallelismus des sogenannten Histidin-Diazowertes zur 
Ehrlichschen Reaktion nicht besteht. Die Eigenschaften des Diazokórpers, 
insbesondere seine Empfindlichkeit gegen Oxydationsmittel, ließen sich mit 
der Annahme einer Imidazolverbindung nicht vereinbaren. Auch war die 
Histidindiazoreaktion hauptsächlich in der farblosen Fraktion des Harns 
zu finden, in welcher keine Ehrlichsche Probe mehr vorhanden ist. Unter- 
suchungen von reinem Histidin und Imidazoläthylamin ergaben, daß diese 
Körper mit dem Ehrlichschen Reagens sogar in einer Konzentration von 
1: 500 nur mit schwacher gelbgrüner Farbe reagieren. Der Imidazolgehalt 
des Harns beträgt aber höchstens etwa 0,5: 1000. 


Aus den angeführten Gründen kann Engelands Annahme von 
der Beziehung der Diazoreaktion zu Histidinderivaten nicht zu Recht 
bestehen. Diese Substanzen beteiligen sich an der Reaktion nach 
Ehrlich in keiner Weise und kommen weder bei der qualitativen noch 
bei der quantitativen Prüfung des Urochromogens in Betracht. 


VIII. Die Diazoreaktion des Albumins, der Albumosen und Peptone. 


Werden nach Petri Pepton- oder Eiweißkörper in wásseriger Lösung 
mit konzentrierter Diazobenzolsulfonsäure und Alkali versetzt, so tritt je 
nach der Konzentration eine orange- bis tief dunkelrote Färbung auf. 
Serumeiweiß, käufliches Albumin, Casein und Eiereiweiß zeigen alle die 
gleiche Färbung. Auch diese Reaktion ist in der Konzentration des Sulfo- 
diazobenzols nach Ehrlich nur durch eine sehr schwache Gelbfärbung 
angedeutet. Wolf (28) hat durch künstliche Verdauung von Eiweiß Albu- 
mosen dargestellt, Tuberkulin, welches ein künstliches Albumosengemisch 
ist, ferner Pneumonieharn im Stadium der Lösung mit Albumosurie unter- 
sucht und niemals hierbei eine Diazoreaktion nach Ehrlich erhalten. 

In zahlreichen Versuchen mit autolysierten, peptisch oder tryptisch 
verdauten oder gefaulten Eiweißlösungen, mit Serum, Liquor, Gewebs- 
extrakten usw. habe ich nie eine der Ehrlichschen Probe entsprechende 
Reaktion erhalten. Meistens war nur eine schwache Orangefárbung 
festzustellen. Auch durch alkoholische Fällung aus nephrotischem 
Harn gewonnenes Eiweiß in wässeriger Lösung 'ergab trotz Autolyse 
oder tryptischer Einwirkung keine Ehrlichsche Reaktion. 


IX. Verhalten von Pyrrol, Indol und Tryptophan 
gegen das Ehrlichsche Reagens. 
Pyrrol, Indol, reine Tryptophanlösungen sowie das im Harn vor- 
kommende Chromogen des Uroroseins (Indolacetursäure) geben keine Diazo- 
reaktion nach Ehrlich. Monfet (29) hat behauptet, daß Indol und Skatol an 
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Schwefelsäure im normalen und an Schwefel- und Glukuronsäure im patho- 
logischen Harn gebunden, die Ursache der Ehrlichschen Probe sind. Dies 
konnte Maillard (30) widerlegen, indem er in Harnen mit sehr starkem 
Indikangehalt keine Diazoreaktion erhielt. Reines indoxylschwefelsaures 
Kali, synthetisch hergestellte Indoxylcarbonsäure sowie drei Harne mit 
Indoxylglucuronsäure gaben keine Reaktion. 

Das Tryptophan schien mir in meinen ersten Untersuchungen über die 
Natur des Urochromogens möglicherweise in Beziehung zur Ehrlichschen 
Probe zu stehen. Bot ja doch das von Abderhalden und Kempe entdeckte 
Oxytryptophan in dieser Hinsicht einigen Spielraum dar. Als ich aber die 
Glyoxyl-Schwefelsäureprobe im Vergleich mit der Diazoreaktion prüfte, 
fand ich keinen Parallelismus zwischen diesen beiden Reaktionen. Hermanns 
und Sachs (31) beschrieben eine Diazoreaktion im Harn eines an Leberkrebs 
leidenden Patienten mit einer auffallenden primären scharlachroten Diazo- 
reaktion, die beim Ansäuern der N H,-Probe auch nach dem Kochen be- 
stehen blieb. Auf Grund der Analyse des Azofarbstoffes, der positiven 
Urorosein- und der Ehrlichschen Aldehydprobe gelangen sie zu dem Ergebnis, 
daß hierbei eine Oxyindolessigsäure reagiert. Derartige primäre Reaktionen 
können im Harn vorkommen. Obgleich ich aber seit Jahren die primären 
und sekundären Diazoreaktionen des Harns verfolge, so habe ich nur einmal 
auf Zusatz des Ehrlichschen Reagens eine kirschrote Färbung auftreten 
gesehen. Dieselbe Färbung trat ein, wenn nur HCl und NaNO, hinzugefügt 
wurde. Es handelte sich daher in meinem Falle um keine Diazo-, sondern 
bloß um eine Nitritreaktion. 

Einen Beweis gegen die Einheitlichkeit der Ehrlichschen Probe können 
solche Reaktionen nicht bilden. Denn wenn es sich um eine echte primäre 
Reaktion in dem Falle von Hermanns und Sachs handelte, wie die Autoren 
angeben, so hätte dieselbe bei Abwesenheit größerer Urochromogenmengen 
beim Alkalisieren verschwinden müssen, handelte es sich aber um eine 
Nitritreaktion, dann war der Beweis, daß keine Ehrlichsche Probe vorliegt, 
durch die anderen Reaktionen zu erbringen. 


Eine so allgemeine Reaktion, wie die Diazoreaktion, kann a priori 
im Harn nicht einem einheitlichen Körper zugeschrieben werden. Erst 
die genaue Prüfung der einschlägigen Verhältnisse gestaltet es zu sagen, 
daß unter bestimmten Bedingungen nur eine Substanz, das Urochromogen, 
sich an der sekundär mit dem Ehrlichschen Reagens auftretenden Rot- 
järbung beteiligt. Dieses Ergebnis wurde auch durch eine langjährige 
klinische Beobachtung der Urochromogenausscheidung beim Gesunden 
und Kranken gewonnen. Die Möglichkeit, daß das eine oder andere Mal 
auch andere Körper in. Reaktion treten könnten, muß theoretisch zugegeben 
werden. Aber solche Substanzen sind mir außer den früher beschriebenen 
bisher nicht begegnet. Es besteht daher vorläufig kein Grund, an der Eim- 
heitlichkeit des der Diazoreaktion Ehrlichs zugrunde liegenden Körpers 
zu zweifeln. 


X. Die Diazoreaktion des Sarkom- und Carbolmelanogens. 


Der Harn von an Melanosarkom Leidenden enthält ein Melanogen, 
welches außer den mit dunkler Färbung verbundenen Oxydationsreaktionen 
auch mit dem Ehrlichschen Reagens eine charakteristische Probe ergibt. 
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Verdünnt man einen solchen Harn, fällt mit Ammonsulfat aus oder stellt 
die entsprechende Fraktion her (32), so entsteht beim Hinzufügen der 
Diazobenzolsulfonsäure nach Ehrlich zunächst keinerlei Färbung. Läßt man 
aber eine solche am besten früher etwas angesäuerte Probe Y, bis Y, Stunde 
ruhig stehen, so tritt eine sehr schöne rosane Färbung mit reinem roten 
Schaum auf. Diese Reaktion ist nicht zu verwechseln mit der rotvioletten 
primären Reaktion des Bilirubins. Sie hat einen völlig anderen Ton, und der 
Farbstoff geht nicht wie beim Bilirubin in Chloroform über. Außerdem wird 
das Melanogen nicht durch Ammonsulfat ausgesalzen. Der Harn beim 
Melanosarkom enthält in der Regel auch reichlich Urochromogen. Daher 
tritt in solchen Fällen beim Alkalisieren die charakteristische Rotfárbung auf. 


Da eine Reindarstellung des Melanogens noch nicht gelungen ist, 
kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, ob diesem Körper nicht 
auch eine sekundäre Rotfärbung mit dem Diazoreagens zukommt. 
. Dies erscheint mir nicht wahrscheinlich, da zwischen den Substanzen 
mit primärer und mit sekundärer Diazoreaktion so wesentliche kon- 
stitutionelle Unterschiede sind, daß sich ein gleichzeitiges Vorhanden- 
sein beider Proben fast ausschließt. Die Intensität der sekundären 
roten Diazoreaktion entsprach in den von mir untersuchten Fällen 
völlig der aus der Permanganatprobe erschlossenen Urochromogen- 
menge. Daß eine sekundäre rote Diazoreaktion dem Sarkommelanogen 
wahrscheinlich nicht zukommt, dürfte sich auch aus der Untersuchung 
des Carbolmelanogens ergeben. 

Das im Harn von Carbol- oder Lysolvergiftungen ausgeschiedene 
Melanogen, welches nach seiner Oxydation zu der charakteristischen 
Färbung der sogenannten Karbolharne Anlaß gibt, zeigt eine ganz 
analoge primäre rote Diazoreaktion wie das Sarkommelanogen. Hierbei 
aber pflegt Urochromogen und die ihm entsprechende Diazoreaktion kaum 
nachweisbar zu sein. Das Carbolmelanogen ist zwar nicht identisch 
mit dem Sarkommelanogen, beide aber besitzen weitgehende Analogien. 
Durch die smaragdgrüne Färbung mit sehr verdünntem Eisenchlorid 
läßt sich beweisen, daß in beiden Fällen ein Brenzkatechinderivat 
‚vorhanden ist, welches in anderen Harnen fehlt. Beide gehen beim 
Stehen in einen melaninartigen violetten Farbstoff über, welche aber 
nicht identisch sind. Ihre verwandtschaftliche Beziehung dürfte durch 
den ihnen gemeinsamen Brenzkatechinkern und die gleichartige primäre 
Diazoreaktion genügend gewährleistet sein. Daraus ist der Schluß 
gerechtfertigt, daß sie sich auch in ihrer sekundären Diazoreaktion 
gleich verhalten. Dann käme aber dem Sarkommelanogen ebenso- 
wenig wie dem Carbolmelanogen eine Rotfärbung bei alkalischer 
Reaktion mit dem Ehrlichschen Reagens zu. 


XI. Über den Einfluß von Medikamenten auf die Diazoreaktion. 
Die aromatischen Substanzen, welche mit der Diazobenzolsulfon- 
säure sehr leicht Farbstoffe bilden, spielen in der medikamentösen 
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Therapie eine sehr große Rolle. Der Einfluß, den sie auf die Ehrlich sche 
Probe ausüben können, geht zum Teil schon aus den bisherigen Dar- 
legungen hervor. 


Phenol, Salol und Kreosot können die Diazoreaktion zum Verschwinden 
bringen [Bolli (33)]. Dies gilt wohl hauptsächlich für die rein rote Schaum- 
färbung, die leicht hierbei durch gelbe Töne geschädigt wird. Nach Baccarini 
und Cevidalli (34) soll Salol hierbei direkt die Bildung des Diazokörpers 
verhindern, was aber von anderen Autoren nicht bestätigt wird. Nach 
Burghardt bewirken Kreosotpräparate das Auftreten von Körpern im Harn 
mit größerer Affinität zum Reagens als der Ehrlichsche Körper. Eine Diazo- 
reaktion soll auch durch Opium und seine Alkaloide entstehen können. 
Nach Pelloux (35) dürfte der Einfluß der bei Lungentuberkulose gebräuch- 
hichen Heilmittel (Antipyrin, Chinin, Kreosot, Opium, Morphin und seine 
Abkömmlinge) nur gering sein. Ebenso haben Arel Blad und P. Videbeck (36) 
die Rolle, welche speziell die bei der Lungentuberkulose verabreichten 
Medikamente im Vergleich zur Diazoreaktion spielen, untersucht und kamen 
zu negativen Resultaten. J. Hönig (37) führt eine ganze Reihe von Sub- 
stanzen an, die eine Pseudoreaktion im Harn hervorrufen können. Dazu 
gehören nach ihm Tannalbin, Chinin, Cort, Chinae, Rheum. Dies entspricht 
aber nicht den Tatsachen. Vom Tannalbin wird im Gegenteil allgemein 
angegeben, daß es bei interner Verabreichung die Ehrlichsche Probe aufhebt. 
J. Hönigs Pseudoreaktionen sind schwache Diazoreaktionen, welche beim 
Abklingen fieberhafter Krankheiten infolge der verminderten Urochromogen- 
ausscheidung auftreten. Hiervon kann man sich in solchen Fällen durch die 
gleichzeitig vorhandene schwache Permanganatprobe überzeugen. Nur 
Naphthalin und Anthracen (Clemens) und Chrysarobin [Michaelis (38) und 
Dmitrenko (39)] können eine Diazoreaktion im Harn hervorrufen, welche 
zur Verwechslung mit der Ehrlichschen Probe Anlaß geben könnte. Aus 
eigenen Erfahrungen kann ich dies auch vom Atophan angeben. Doch fehlt 
hierbei die Permanganatprobe vollständig, was auch Skorczewski (40) betont. 
Daß Phenolphthalein durch Rotfärbung mit Alkalien eine Pseudoreaktion 
hervorrufen kann, hat Klaften gezeigt. 


Bei der Untersuchung der Urochromogenausscheidung werden wir 
hauptsächlich jene Medikamente vermeiden müssen, bei denen ein 
Einfluß auf die Ehrlichsche Probe sichergestellt ist, also vor allem 


Tannin, Naphthalin und Atophan. Wegen der Möglichkeit einer Störung 


werden auch Salicyl- und Kreosotpräparate besser weggelassen werden. 
Von den als Hustenmittel verwendeten Morphinderivaten habe ich 
nie eine Beeinflussung der Diazoreaktion gesehen. Wird Phenolphthalein 
gegeben, so darf die Probe nur im Ammonsulfatfiltrat vorgenommen 
werden. 

In jedem zweifelhaften Falle muß auch die Permanganatprobe 
herangezogen werden. Im Ammonsulfatfiltrat kann wegen der Ver- 
schiebung der Ionenkonzentration mitunter ein schwaches Alkalisieren 
sich vor Anstellung dieser Probe als notwendig erweisen. Hierdurch 
wird die An- oder Abwesenheit von Urochromogen immer festgestellt 
werden können. Finen deutlichen Einfluß von fremden Bestandieilen 
auf die KMnO,-Probe habe ich nur bei Carbolvergijtungen gesehen, 
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wo auch eine Gelbfärbung durch die Phenolsubstanzen bei Permanganat- 
zusalz eintritt. Hier aber fehlt dafür die Diazoreaktion, so daß eine 
erhöhte Urochromogenausscheidung wieder auf diese Weise aus- 
geschlossen werden kann. 
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Über die pharmakologische 
und kolorimetrische Auswertung reiner und zersetzter 
Adrenalinlösungen sowie von Nebennierenauszügen. 


Von 
Helmut Maiweg. 


[Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock?).] 


(Eingegangen am 28. August 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die älteren Verfahren einer kolorimetrischen Adrenalinauswertung 
beruhen bekanntlich auf der Eigenschaft des Adrenalins, als Brenz- 
katechinabkömmling mit Eisenchlorid eine smaragdgrüne Farbe und 
bei der Oxydation eine Rotfärbung zu geben. Da diese Farbreaktionen 
in ihren ursprünglichen Formen keine befriedigenden Auswertungen 
ermöglichen — Elliott nennt sie sogar völlig unbrauchbar —, wurden 
sie mit Recht später durch die verschiedenen pharmakologischen 
Auswertungsmethoden verdrängt. Denn die meisten derselben sind 
nicht nur spezifischer, sondern sie haben auch den großen Vorzug, 
daß ihre Fehlerbreiten geringer sind und daß sie die Auswertung viel 
schwächerer Adrenalinlösungen ermöglichen. 


Vor zehn Jahren wurde von Folin, Cannon und Denis?) eine neue 
kolorimetrische Methode angegeben, die wegen ihrer Einfachheit und schein- 
baren Zuverlässigkeit sehr in Aufnahme kam, so daß zurzeit die Mehrzahl 
aller Auswertungen von adrenalinhaltigen Lösungen oder Gewebsauszügen 
mit dieser Methode ausgeführt wird. Die Methode beruht auf der Reduktion 
der Phosphorwolframsäure durch Adrenalin zu stark blau gefärbten niederen 
Oxydationsstufen. Aus der Stärke der Blaufärbung läßt sich durch den 
Vergleich mit der durch bekannte Adrenalinmengen bewirkten Blaufärbung 
leicht der Adrenalingehalt bestimmen. (Aus nicht recht durchsichtigen 
Gründen vergleichen Folin, Cannon und Denis mit Harnsäure, die !/, 80 
stark bläuend wirkt wie Adrenalin). Zweifellos ist die Phosphorwolfram- 
säurereaktion sehr gut geeignet, um den Titer reiner l-Adrenalinlösungen zu 
bestimmen. In solchen Fällen wird sie ihrer Einfachheit und der erstaunlich 


1) Dr. H. Maiweg erlag am 29. April 1922 einer im Berufe zu- 
gezogenen Infektionskrankheit. Mit seinem Hinscheiden fand seine erfolg- 
versprechende wissenschaftliche Tätigkeit ein frühes Ende. 

2) O. Folin, W. B. Cannon und W. Denis, Journ. of biol. Chem. 13, 
477, 1912/13. 
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geringen Fehlerbreite wegen dem pharmakologischen Meßverfahren vor- 
zuziehen sein. Aber kaum je kommen derartige Auswertungen von Lösungen, 
die sicher nur unzersetztes l-Adrenalin enthalten, in Frage. Fast stets 
handelt es sich um die Auswertungen von Handelspräparaten oder von 
Gewebsauszügen. Bei den Handelspräparaten kommen aber zwei Fehler- 
möglichkeiten in Betracht. Sofern das in ihnen enthaltene Adrenalin 
synthetisch gewonnen wurde, kann neben dem 1-Adrenalin die d Form vor- 
handen sein, denn die Trennung der bei der Synthese stets entstehenden 
beiden optischen Isomeren bereitet bekanntlich erhebliche Schwierigkeiten. 
Während nun das d-Adrenalin pharmakologisch etwa nur !/,, so wirksam ist, 
wie das 1-Adrenalin, sind beide Formen kolorimetrisch, wie schon Borberg!) 
betonte, gleich wirksam. Eine bei der kolorimetrischen Prüfung als 100 proz. 
Lösung erscheinende Adrenalinlösung kann daher, wenn nämlich die optisch 
inaktive Racemform vorliegt, pharmakologisch nur 54 proz. sein (50% 
= 1-Adrenalin; 4% = d-Adrenalin). Daß die synthetischen Adrenalin- 
handelspräparate tatsächlich zum Teil Gemische des links- und des rechts- 
drehenden Adrenalins sind, wurde kürzlich von Tiffenau?) nachgewiesen. 

Der zweite Fehler könnte bei einem Gehalt der Handelspräparate an 
zersetztem Adrenalin in Erscheinung treten. Nicht alle Handelspräparate 
sind gegen Zersetzung so gut geschützt, daß es im Laufe der Zeit nicht zu 
einen Verlust an Wirksamkeit käme. So fand Johannessohn3), daß das 
Suprarenin, dessen Adrenalingehalt beim Einkauf 96 % war, nach 15 Monaten 
nur 92 %, nach 34, Jahren nur 51 % und nach 4%, Jahren nur 34 % 
Adrenalin enthielt. (Die Auswertung erfolgte kolorimetrisch nach Folin; 
vermutlich ist der tatsächliche Verlust ein größerer.) Besonders stark ist 
der Adrenalinverlust, wenn die Substanz mit Kokain oder Novocain ge- 
mischt in Ampullen oder Tabletten abgegeben wird (Johannessohn). 

Man nimmt meist stillschweigend an, daß bei der oxydativen Zer- 
setzung des Adrenalins der Verlust an Farbreaktionsvermögen dem Verluste 
an pharmakologischer Wirksamkeit parallel geht. Aber alte Angaben von 
Moore und Vincent‘) machen es wahrscheinlich, daß oxydiertes Adrenalin 
an pharmakologischer Wirksamkeit verhältnismäßig mehr verliert als an 
kolorimetrischer Wirksamkeit. Denn sie fanden, daß alkoholische Neben- 
nierenextrakte, die 7 bis 10 Tage gestanden hatten, die blutdrucksteigernde 
Wirkung vermissen ließen, während sie die typischen Farbreaktionen 
noch gaben. 

In wässerigen Auszügen von Nebennieren oder von sonstigem chrom- 
affinen Gewebe fehlen Adrenalinzersetzungsprodukte, wenn die Drüsen 
unmittelbar nach dem Tode des Tieres verarbeitet werden und wenn dafür 
gesorgt wird, daß die Reaktion des Auszuges dauernd im sauren Gebiete 
liegt (pa 5 oder weniger). Hiernach möchte es scheinen, als ob die bei der 
Auswertung von Handelspräparaten zu beachtenden Fehlerquellen bei der 
Auswertung von chromaffinem Gewebe nicht in Frage kommen und als ob 
man sich auf die leicht ausführbare Folinsche Reaktion verlassen könnte, 
wenn es gilt, den Adrenalingehalt des chromaffinen Gewebes festzustellen. 

Aber es ist denkbar, ja durchaus wahrscheinlich, daß das chromaffine 
Gewebe, speziell das Nebennierenmark, Vorstufen des Adrenalins enthält, 


1) N.C. Borberg, Skandinav. Arch. f. Phys. 27, 341, 1912. 

2) M. Tiffenau, Journ. de Pharm. et de Chim. 28, 313, 1921; nach Ber. 
über d. ges. Phys. 11, 153, 1922. 

3) F. Johannessohn, diese Zeitschr. 76, 377, 1916. 

t) B. Moore und Swale Vincent, Proc. Roy. Soc. London 62, 280, 1898. 
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die pharmakologisch nicht den Adrenalintiter zu haben brauchen, den sie 
bei Farbreaktionen zeigen. Es sei nur daran erinnert, daß nach Borberg 
Brenzkatechin, das keine echten adrenalinartigen pharmakologischen 
Wirkungen hat, eine bestimmte Reduktionsfarbreaktion (Goldchlorid- 
reduktion) ebenso stark wie Adrenalin bewirkt. Bisher sind unsere Kennt- 
nisse über derartige Adrenalinvorstufen bekanntlich nicht aus der Theorie 
und Hypothese herausgewachsen; wir wissen nur, daß sich das Adrenalin 
im Nebennierenmark zweifellos überraschend schnell bilden kann. Denn 
auch durch sehr zahlreiche elektrische Reizungen des Splanchnikusnerven, 
deren jede ein recht erhebliches Adrenalinquantum auswirft, gelingt es 
nicht, das Mark seines Adrenalins zu berauben!), und kürzlich wurde ge- 
zeigt?), daß nach einer durch bestimmte chemische Reize bewirkten Ver- 
armung des Nebennierenmarkes an Adrenalin wenige Minuten Ruhepause 
genügen, um den Vorrat wieder zu regenerieren. 

Außer den Adrenalinvorstufen können bei der zurzeit am häufigsten 
angewandten Farbreaktion, der Folinschen Reaktion, auch andere, mit dem ` 
Adrenalin chemisch nicht verwandte Stoffe Adrenalin vortäuschen und 
das Meßergebnis unrichtig machen. Die Harnsäure gibt positive Folinsche 
Reaktion. Bei normalem Adrenalingehalt der Nebennieren spielt der Harn- 
säurefehler keine Rolle, da die auf den Harnsäuregehalt entfallende Teil- 
färbung gegen die auf den Adrenalingehalt entfallende ganz zurücktritt. 
Anders bei Adrenalinarmut der Nebennieren und bei völligem Adrenalin- 
mangel. Letzterer kann mit der Folinschen Methode überhaupt nicht fest- 
gestellt werden, da die Harnsäure noch eine positive Reaktion gibt. 
Lewis?) fand die fötale menschliche Nebenniere nach dem dritten Monat 
bis zur Reife bei der Prüfung am Darm oder mit der Blutdruckmethode, 
sowie mit einigen kolorimetrischen Verfahren (Mangandioxyd, Goldchlorid, 
Eisenchlorid) adrenalinfrei, während mit der Folinschen Methode in den 
beiden Nebennieren 0,29 mg ,,Adrenalin' und weit mehr gemessen wurde. 
Dies Adrenalin war in Wirklichkeit Harnsäure. 


Ich setzte mir als Ziel dieser Arbeit, folgende beiden Fragen klar- 
zustellen: 

l. Geht die Abnahme der pharmakologischen Wirksamkeit mit 
dem Verlust an kolorimetrischer Wirksamkeit bei der Oxydation einer 
Adrenalinlósung in parallelen Kurven vor sich ? 

2. Sind in den Nebennierenausziigen Substanzen, z. B. Adrenalin- 
vorstufen, enthalten, die kolorimetrisch adrenalinartiges Verhalten 
zeigen, ohne entsprechende Wirkung im Organismus zu äußern ? 

Bei der Bearbeitung der ersten Frage konnte häufig nachgeprüft 
werden, ob die Angaben von v. Gróer und Matula*), daß Adrenalin 
bei seiner Zersetzung zunächst pharmakologisch viel wirksamer werden 
soll, zu Recht besteht. Die Genannten prüften die Gefäßwirksamkeit 
von Adrenalinlösungen durch Beobachtung des anämischen Hofes, 


1) T. R. Elliot, Journ. of Phys. 44, 374, 1912; 46, 285, 1913 u. a. 

2) D. V. Cow und W. E. Dixon, Journ. of Phys. 56, 42, 1922. 

3) J. H. Lewis, Journ. of biol. Chem. 24, 249, 1916. 

t) Fr. o Gróer und J. Matula, diese Zeitschr. 102, 13, 1920; s. auch 
Fr, v. Gróer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 7, 237, 1919. 
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den die Lösungen nach der Injektion in die Haut von Meerschweinchen 
verursachten. Wenn die Adrenalinlösungen bei schwacher Alkaleszenz, 
z. B. bei pa 8,6, einige Stunden lang in Körpertemperatur standen, 
so erwiesen sie sich in den Injektionsversuchen als über doppelt so 
wirksam wie die unzersetzte Kontrollösung. Diese Wirksamkeits- 
zunahme trat beim Durchleiten von Luft wie auch von Wasserstoff auf. 
Im ersteren Falle war die Lösung sicher zum Teil oxydiert, denn sie 
war rosa gefärbt. Auch Serum, Albumin und Bakterientoxine sollen 
zunächst Adrenalin wirksamer machen; bei Tuberkulineinwirkung 
wird die Steigerung der Adrenalinwirksamkeit als geradezu enorm 


bezeichnet. 


1. Vergleich des Verlustes an kolorimetrischer und pharmakologischer 
Wirksamkeit des Adrenalins bei der Oxydation. 

Zur pharmakologischen Auswertung der Adrenalinlösungen wurde 
in diesem Teile der Arbeit der Blutdruckversuch an der Katze in der 
Anordnung von Elliott!) verwandt. Das Gehirn und verlängerte Mark 
wurde durch Unterbindung der das Gehirn versorgenden Arterien 
ausgeschaltet und das Rückenmark in der Höhe des unteren Hals- 
markes oder des oberen Rückenmarkes durchtrennt. Bei dauernder 
Sauerstoffinsufflation reagiert nun der auf etwa 40 mm Hg abgesunkene 
Blutdruck auf intravenöse Adrenalineinspritzungen mit sehr regel- 
mäßigen Blutdrucksteigerungen. Wenn die Injektionen mit genau 
gleicher Geschwindigkeit ausgeführt werden, eignet sich das Präparat 
in der Regel vorzüglich zu Adrenalinauswertungen. 

Die Zersetzung der Adrenalinlösungen wurde durch dauerndes 
Durchleiten eines kräftigen Stromes von Luft oder Sauerstoff bewirkt; 
die Lösungen wurden durch Puffergemische auf einen bestimmten 
Grad schwacher Alkaleszenz gebracht und während des Versuches 
bei 37 bis 38% gehalten. Um Fehler durch Wasserverdunstung zu ver- 
meiden, wurde die durchgeleitete Luft in einer Vorlage mit Wasser. 
dampf bei 37% gesättigt. Von Zeit zu Zeit wurde eine Probe aus der 
Adrenalinlösung zur späteren Untersuchung herausgenommen und 
mit einigen Tropfen verdünnter Salzsäure versetzt, so daß die Azidität 
über pa 5 (p-Nitrophenol als Indikator) anstieg und eine weitere 
oxydative Zersetzung verhindert wurde. 

Es wurde eine ganze Reihe von solchen Versuchen durchgeführt. 
Da sie alle den gleichen Verlauf nahmen, soll hier nur ein Versuch 
als Beispiel ausführlicher mitgeteilt werden. 

Versuch 1. Es wird eine Suprareninlösung 1: 50000 in einem Gemisch 


von 1 Teil n/10 Na,HPO, und 4 Teilen n/10 Na,HPO, angesetzt. Die 
Reaktion der Lösung wurde nach Michaelis kolorimetrisch bestimmt. Sie 


1) Ellioth, a. a. O. 
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hatte pa 7,35, also war sie der arteriellen Blutreaktion gleich. Vier Stunden 
lang wurde ein starker Luftstrom bei 37 bis 39% durchgeleitet. Danach 
erfolgte die Auswertung der Proben im Blutdruckversuch und nach Folın. 
Das Ergebnis war folgendes: 

Adrenalingehalt der Lösung in Prozenten der Ausgangsmenge: 


nach Stunden Folin Blutdruck 


0 100 % 100 % 
1 70-80 50-60 

2 50—60 25—30 

3 32—35 10—15 

4 25 6 


Es wird also bei der oxydativen Zersetzung des Adrenalins die gefäß- 
verengernde Wirkung weit rascher und stärker herabgesetzt als die redu- 
zierende Wirkung auf das Folinsche Reagens. | 


| \ Í 

| \ \ 

| \ | | 

| s Kb \ 
10 | WW we Al >. Gei A 
A - | | ou 


rrrrrrrrtittrrrrrrerrIn Irre 





Abb. 1. 


Bei einer Rückenmarkskatze wird je 1 ccm einer Adrenalinlósung 1:50000 (= 0,02 mg) 
intravenós eingespritzt. 
Die Zersetzungsdauer (py 7,35, Luftdurchleiten) betrug im 


. Versuch 0 Minuten 
10 
0 
30 


Ba 


60 ” 
0,01 mg Adrenalin). 


Man erhált bei teilweise zersetzten Adrenalinlósungen mit dieser 
kolorimetrischen Methode erheblich zu hohe Werte. Wie zu erwarten, 
wurde die Zersetzung beschleunigt, wenn statt Luft Sauerstoff zur 
Durchspúlung verwandt wurde oder wenn die Alkaleszenz gesteigert 
wurde, aber stets blieb ein Abstand zwischen den pharmakologisch 
und kolorimetrisch ermittelten Adrenalinwerten. 

In einer Versuchsreihe, bei der Adrenalin 1: 100000 in Phosphat- 
gemischen zunehmender Aziditát gelóst wurde und diese Lósungen 
4 Stunden lang bei Körpertemperatur mit Luft durchspült wurden, 
ergab sich, daß Adrenalin in den Lösungen beständig war, deren 
Pa D war. Die Rosafärbung blieb in diesen Lösungen aus und sie 
ließen jeden Verlust an pharmakologischer Wirksamkeit vermissen. 
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2. Werden Adrenalinlösungen bei ihrer Zersetzung zunächst pharma- 
kologisch wirksamer ? 

Unter den zahlreichen Einzelbeobachtungen fand sich keine, die 
für die von v. Gröer und Matula behauptete Steigerung der Adrenalin- 
wirksamkeit bei der Zersetzung sprach. Es sei folgender Versuch 
als Beispiel angeführt. 

Versuch 2 (siehe die Abbildung). Eine Adrenalinlösung 1: 50000 wird 


bei op 7,35 und Luftdurchleitung zersetzt. Bei der Auswertung am Blut- 
druck der gehirnlosen Katze ergab sich: 


l ccm frische Lösung steigert den Blutdruck um . . . . . 54 mm Hg 
l cem 10 Minuten alte Lösung steigert den Blutdruck um 50 „ » 
l ccm frische Lösung steigert den Blutdruck um . . .. . 54 n»n a 


l cem 30 Minuten alte Lösung steigert den Blutdruck um 47 ,, 

l cem 60 Minuten ,, en Ge ei ds me 40 , » 
1j Gem frische Lösung, auf das Doppelte verdünnt, steigert 

den Blutdruck um .. 2.0 u. 4 ae we a 39 

Es tritt also im Verlauf einer Adrenalinzersetzung keine Steigerung 
der Wirksamkeit ein, die Wirksamkeit falll sofort ab. 

Im Bluldruckversuch isl diese Abnahme dann deutlich, wenn eine 
Lösung 1:50000 eben schwach rosa gejärbt ist. 

Wie die anders lautenden Ergebnisse von v. Gröer und Matula 
zu erklären sind, ist schwer zu sagen. Vermutlich ist die Methode 
der intrakutanen Injektion bei Meerschweinchen zu ungenau. In 
eigenen Versuchen wurden mit ihr ganz ungenaue Ergebnisse erhalten. 
Auch wenn Serum den Adrenalinlösungen zugesetzt worden war 
und nach Einstellen auf schwach alkalische Reaktion Luft durch- 
geleitet wurde, fand sich nie eine anfängliche Zunahme der pharma- 
kologischen Adrenalinwirksamkeit. Die blutdrucksteigernde Wirkung 
der Proben nahm vielmehr entsprechend der verflossenen Zeit mehr 
und mehr ab, jedoch erheblich langsamer als gleich alkalische serum- 
freie Lösungen. Serum hemmt also die Zersetzung. Die Ursache für 
diese Hemmung kann nicht, wie Trendelenburg!) früher vermutete, 
in einer Bindung des Sauerstoffs an Bestandteile des Serums beruhen, 
sondern es muß sich bei ihr, da das Serum auch bei dauernder Durch- 
spülung mit Sauerstoff einen relativen Schutz verleiht, um eine 
Hemmung der Oxydation durch das Serumeiweiß handeln. 


8. Kolorimetrische Wirksamkeit von adrenalinverwandten Substanzen im 
Vergleich mit Adrenalin. 


Da die chemischen Reaktionen, die im Körper zum Aufbau des 
Adrenalins führen, noch ganz unbekannt sind, lassen sich über die 
Vorstufen des Adrenalins nur Vermutungen äußern. 


1) P. Trendelenburg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 68, 161, 1910. 
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Ziemlich allgemein denkt man in erster Linie an das Tyrosin als Aus- 
gangsmaterial, aber irgend eine experimentelle Stütze für diese Annahme 
besteht nicht. Es wäre denkbar, daß das Tyrosin, ehe die Seitenkette zur 
Adrenalinseitenkette ausgebaut wird, am Kern oxydiert wird. Die dadurch 
entstehende Brenzkatechinaminosäure, das Dioxyphenylalanin 


OH 


Zi 
Y 
CH, .CH(NH,).COOH 


ist zwar im tierischen Organismus noch nicht gefunden worden; Guggen- 
heim!) konnte sie aber aus Pflanzen isolieren und bei der pharma- 
kologischen Untersuchung feststellen, daß sie praktisch wirkungslos ist. 


Vorausgesetzt nun, daß diese Aminosäure eine Vorstufe des Adrenalins ' 


ist — und diese Annahme ist durch dıe Versuche von Bloch?) gut gestützt — 
und vorausgesetzt, daß sie in der Nebenniere enthalten ist, so ist sicher, 
daß ihre Anwesenheit auf das Ergebnis einer pharmakologischen Adrenalin- 
auswertung ohne Einfluß wäre, während es sehr wahrscheinlich ist, daß sie 
als leicht oxydable, gut reduzierende Substanz von Polyphenolcharakter 
die Adrenalinfarbreaktionen gibt. 


Daß dies tatsächlich der Fall ist, zeigen die folgenden drei Ver- 
suchsreihen, in denen äquimolekulare Lösungen von Adrenalin, Dioxy- 
phenylalanin (Chemische Werke Grenzach) und Brenzkatechin mit 
der Folinschen Methode, mit der Eisenchloridmethode und mit der 
Sublimatmethode ausgewertet wurden. 


Versuch 3. Nach Zusatz von Folinschem Reagens zu gleichen Mengen 
der 3 Lösungen betrug die Farbintensität, gemessen mit einem Dubosgschen 
Kolorimeter: 


bei der Adrenalinlósung 1:50000 . . ...... +... = 100 
bei der äquimolekularen Dioxyphenylalaninlósung . . . = 83 
bei der äquimolekularen Brenzkatechinlösung . . . . . = 50 


Hiernach ist das pharmakologisch unwirksame Dioxyphenyl- 
alanin bei der Kolorimetrie nach Folin fast so wirksam (= Hiel wie 
Adrenalin. 

Versuch 4. Nach Zusatz von je 0,2 ccm konzentrierter HgCl,-Lösung 


zu je 50 ccm der Lösungen, die in dieser Versuchsreihe mit Leitungswasser 
angesetzt wurden, betrug die Farbintensität 


bei der Adrenalinlósung 1: 50000 .... = 100 = 100 
bei der äquimolekularen Diozyphönylalaninlösung = ME = 110 
bei der äquimolekularen Brenzkatechinlósung . . = 0 = ? 


(nach 3, nach 10 Min). 


1) M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 
2) Br. Bloch, ebendaselbst 98, 226, 1917; Br. Bloch und W. Lojfler, 
Deutsches Arch. f. klin. Med. 191, 262, 1917. 
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(Die Dioxyphenylalaninlösung ließ sich mit der Adrenalinlösung nicht 
genau vergleichen, da bei ersterer der Farbton etwas gelber war. Die Brenz- 
katechinlösung wurde nur etwas gelblich verfärbt.) 


Dioxyphenylalanin hat also auch bei einer Oxydationsfarbreaktion 
nahezu die gleiche Färbekraft wie Adrenalin. 


Versuch 5. Den 3 Lösungen, die wieder mit Leitungswasser angesetzt 
wurden, wird die gleiche Menge stark verdünnter Eisenchloridlösung zu- 
gesetzt. 

Die Farbintensität betrug: 


bei der Adrenalinlösung 1:50000 . ...... = 100 = 10 
bei der äquimolekularen Dioxyphenylalaninlösung = 112 = 74 
bei der äquimolekularen Brenzkatechinlösung = 125 = 87 


(nach 7, nach 15 Min.). 


Dioxyphenylalanin und Brenzkatechin geben also auf Eisen- 
chloridzusatz zunächst eine etwas kräftigere Farbreaktion als äqui- 
molekulare Adrenalinmengen; später jedoch hat Adrenalin den tieferen 
Farbton. 

Zweifellos werden alle Zwischenstufen, die vom Dioxyphenyl- 
alanin zum Adrenalin führen, ebenfalls die Fähigkeit haben, die hier be- 
nutzten Farbreaktionen in annähernd der gleichen Stärke wie Adrenalin 
zu geben. Pharmakologisch sind sie dagegen, soweit sie bisher unter- 
sucht wurden, dem Adrenalin wesentlich unterlegen. 

Es ist also zu vermuten, daß sich bei der kolorimetrischen Aus- 
wertung von Nebennierenauszügen, auch wenn diese keine Zersetzungs- 
produkte des Adrenalins enthalten, höhere ‚Adrenalin‘werte ergeben 
als im Blutdruckversuch. 

Folin, Cannon und Denis geben zwar an, daß die mit ihrer Methode 
erhaltenen Adrenalinwerte sich sehr gut mit den im Blutdruckversuch 
gewonnenen deckten. Aber Denis gibt recht erhebliche Differenzen 
an, wenn er Rindernebennieren nach Folin und im Blutdruckversuch 
auswertete, und zwar ergab die kolorimetrische Methode 33 bzw. 
38%, zu hohe Werte. Er fand: 


a) nach Folin 60 mg, im Blutdruckversuch 45 mg, 
b) 33 33 120 3) > 33 33 87 23 * 


Es soll die Aufgabe weiterer Versuche!) sein, zu entscheiden, 
ob die Folinsche Methode, den Angaben ihrer Erfinder entsprechend, 
bei der Auswertung von Nebennierenauszügen die wahren Adrenalin- 
werte anzeigt, oder ob sie, wie nach den Angaben von Denis und den 
Ergebnissen dieser Arbeit zu vermuten ist, viel zu hohe Werte anzeigt 
und deshalb nur von sehr bedingter Brauchbarkeit ist. 





1) Über diese Versuche wird B. Frowein in dieser Zeitschrift demnächst 
berichten. 
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Zusammenfassung. 
1. Die zurzeit meist verwandte kolorimetrische Methode des 
Adrenalinnachweises nach Folin ist bei der Auswertung teilweise zer- 
setzter Adrenalinlösungen nicht brauchbar; sie ergibt zu hohe Werte. 


| 


2. Wahrscheinlich geben die kolorimetrischen Methoden der 


Adrenalinauswertung bei der Prüfung von Nebennierenauszügen sehr 
ungenaue Ergebnisse; der Gehalt an Adrenalinvorstufen verursacht, 
daß die Messungen zu hohe Werte liefern. 

3. Bei der oxydativen Zersetzung von Adrenalin nimmt die pharma- 
kologische Wirksamkeit des Adrenalins, entgegen den Behauptungen 
von v. Gróer und Matula, nicht zu. 


Abhängigkeit der Calciumionisation von der Bicarbonatmenge 
in physiologischer Salzlösung und im Serum. 


Von 
Helmut Maiweg. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock.) 
(Eingegangen am 28. August 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Hamburger und Brinkman!) haben unlängst die Ansicht ent- 
wickelt, daß für die Höhe der Calciumionenkonzentration im Blute 
die vorhandene H-Ionenkonzentration und die Bicarbonationen- 
konzentration von maßgebendem Einfluß sei. Im Serum sei die Kon- 
zentration der Ca-Ionen nicht direkt abhängig von der Gesamtcalcium- 
menge, sie werde reguliert von der Reaktion und der Höhe der Bi- 
carbonatkonzentration. Ziehen wir in Betracht, welch weite Schwan- 
kungen in der Reaktion des Blutes und besonders im Bicarbonatgehalt 
des Plasmas unter physiologischen und pathologischen Bedingungen 
vorkommen, so liegt es wohl auf der Hand, welch hohe Bedeutung 
die von Hamburger und Brinkman aufgestellte Gesetzmäßigkeit 
haben muß. 

Zu ihrer Ansicht von der Pufferung der Ca-Ionenkonzentration 
durch Reaktion und Bicarbonatgehalt des Blutes gelangen Hamburger 
und Brinkman dadurch, daß sie die von Rona und Takahashi?) für die 
Abhängigkeit der Löslichkeit des Calciumcarbonats von der vorhandenen 
Reaktion aufgestellte Gleichung und die experimentell für diese er- 
mittelten Zahlenwerte auf die im Blute bestehenden Verhältnisse über- 
tragen. Rona und Takahashi stellen fest, daß die Löslichkeit des Calcium- 
[Ca [HCO] `, 

[H] 
ihren Ausdruck findet, und bestimmten den Wert für k experimentell, 


carbonats bei verschiedener Reaktion in der Gleichung 


1) H. J. Hamburger und R. Brinkman, diese Zeitschr. 88, 97, 1918; 
R. Brinkman, Ebendaselbst 95, 101, 1919; R. Brinkman und E. van Dam, 
Proc. Kon. Akad. van Wetensch. Amsterdam 82, Nr. 7 u. 8. 

3) P. Rona und D. Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370,1913. 
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indem sie zu der gleichen Menge einer Natriumbicarbonatlösung gleiche 
Mengen einer Calciumchloridlósung und wechselnde Mengen Salzsäure 
zugaben und nach Absetzen des Bodenkörpers sowie mehrtägigem 
Schütteln und Stehen die Systeme analysierten. Sie fanden, daß E 
bei 18% etwa 350 beträgt. Weiter wiesen sie darauf hin, daß im Blut- 
serum weit mehr Calcium (statt etwa 3 bis 4 mg CaO = 17 mg) gelöst 
enthalten ist, als sich aus der Blutreaktion, der Blutbicarbonatkonzen- 
tration und jenem Wert k berechnet, und sie schließen aus weiteren 
Versuchen, in denen sie die relativ vollkommene Dialysierbarkeit 
des Blutcalciums nachwiesen — nur etwa 25 bis 35% des Gesamt- 
calciums ist nicht dialysabel, also wohl an Eiweiß gebunden!) —, ‚daß, 
falls der geeignete Bodenkörper fehlt, unter den im Serum vorhandenen 
Bedingungen der H- und HCO,-Konzentration das Calciumhydro- 
carbonat übersättigte Lösungen von großer Beständigkeit zu bilden 
befähigt ist“. Diese Tatsache beachten meines Erachtens Hamburger 
und Brinkman nicht genügend, wenn sie die von Rona und Takahashi 
für das System: Lösung + Bodenkörper aufgestellte Gleichung auf 
das System: übersättigte Lösung ohne Bodenkörper übertragen und 
die oben genannten Schlüsse ziehen. Nach Leitfähigkeitsmessungen, 
die Kohlrausch?) an übersättigten Lösungen anstellte, müssen wir uns 
vorstellen, daß in einer übersättigten Lösung die Dissoziation der 
gelösten Salze zwar relativ geringer ist als in der gesättigten, da 
der Dissoziationsgrad ja mit steigender Konzentration des Salzes 
abnimmt, daß aber die absolute Konzentration an Anion und Kation 
eine viel höhere ist als in der gesättigten Lösung. Denn es ergibt sich 
eben aus der Leitfähigkeitsmessung, daß das Mehr an gelöster Substanz 
in der übersättigten gegenüber der gesättigten Lösung keinesfalls nur 
auf undissoziierte Moleküle entfällt. Wird in einer übersättigten 
Lösung die Anionenkonzentration vermehrt, so wird die Konzentration 
des Kations, sofern der Übersättigungszustand nicht gestört wird, 
d. h. kein Bodenkörper ausfällt, nur wenig absinken (infolge Zurück- 
drängung der Dissoziation). Die für das System Lösung + Boden- 
körper aufgestellten Gesetze dürften nur dann in Anwendung gebracht 
werden, wenn es zur Niederschlagsbildung käme. 

Ich erwartete deshalb, daß in einer die Plasmasalze enthaltenden 
Lösung bei Vermehrung der Bicarbonatkonzentration höchstens eine 
geringe Abnahme der Ca-Ionenkonzentration erfolgen würde, und daß 
diese lange nicht so stark sein würde, als es nach der von Hamburger 
und Brinkman herangezogenen Gleichung von Rona und Takahashı 
der Fall sein müßte. Zur Entscheidung der Frage habe ich im folgenden 

1) P. Rona und D Takahashi, diese Zeitschr. 81, 337, 1911; A. R. 


Cushny, Journ. of Phys. 58, 391, 1920. 
2) Fr. Kohlrausch, Gesammelte Abhandl. 2, 174, 1087, 1209, 1911. 
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auszugsweise wiedergegebene Froschherzversuche angestellt. Das 
Froschherz diente mir, ähnlich wie es Trendelenburg und Goebel!) ver- 
wandten, als Indikator für die Calciumionisierung der Versuchslösungen. 
(Bekanntlich ist noch keine Methode des elektrometrischen Nachweises 
der Ca-Ionenkonzentration bekannt.) 

Die erste Versuchsreihe wurde mit Salzlösungen angestellt, die 
gleichen Gehalt an H-Ionen, an Gesamt-K und Gesamt-Ca, aber teils 
reichlich, teils wenig NaHCO, enthielten. Die NaCl-Menge wurde 
so berechnet, daß in den bicarbonatarmen Lösungen die Differenz 
durch ein Mehr an NaCl ausgeglichen wurde. Die zunächst alkalischere 
Reaktion der bicarbonatreicheren Lösung wurde durch Zusatz von 
CO,-gesättigter bicarbonatreicher Lösung auf die Reaktion der bi- 
carbonatarmen Lösung gebracht (m-Nitrophenol oder Neutralrot als 
Indikator), pg wurde kolorimetrisch nach Michaelis gemessen. 

Um einen Anhalt über die Empfindlichkeit des verwendeten 
Froschherzens gegen Herabsetzung der Ca-lonenkonzentration zu 
gewinnen, wurde schließlich eine bicarbonatarme, aber CaCl,-freie 
Lösung hergestellt, die mit der gleichen, Ca-haltigen Lösung so gemischt 
wurde, daß ein Ca-Mangel des gewünschten Grades erzielt wurde. 

Die Salze wurden in destilliertem Wasser gelöst, das durch Kochen 
kohlensäurefrei gemacht worden war, dann während etwa 20 Minuten 
mit Sauerstoff durchströmt worden war. Die Lösungen wurden durch 
ein vorgelegtes Natronkalkrohr gegen Kohlensäurezutritt geschützt. 
Die Versuche am Froschherzen wurden zum Teil sofort nach der Mischung 
der Lösungen angestellt, zum Teil ließ ich diese in völlig gefüllten 
und luftdicht verschlossenen Flaschen zunächst längere Zeit stehen, 
damit sich das Gleichgewicht einstellen konnte. Alle Versuche — 
ihre Zahl betrug über zehn — verliefen gleichsinnig. Ich führe folgende 
Beispiele an: 

Versuch 1. Die Zusammensetzung der Lösungen ergibt sich aus 
folgender Übersicht: 























60 0,5%, | 170 4,40) Ca Ch! , 
i Nal] | VO NaHdo, | krist. | aque dest. dest. 
Lösung 1 ....... | 10,0 6,0 | 10,0 | 18 72,2 
eet RE RER ' 11,8 6,0 1,0 1,8 79,4 
E. O 118 6,0 1,0 SS 79,4 


(Die NaHCO,-Lósung war mit einem Gemisch von etwa 10% CO, in 
Luft geschüttelt worden.) 

Lösung 1 enthielt also 10 mal so viel Bicarbonat wie Lösung 2, die 
Reaktion war bei beiden Lösungen gleich, nämlich pu = 7,35. Nach 
sechsstündigem Stehen wurden die Lösungen an einem ausgeschnittenen 
Esculentenherz geprüft. 


1) G. Trendelenburg und W. Goebel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm, 
89, 171, 1921. 
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Am Froschherzen (48 Stunden später) bewirkte das Serum 2 etwas 
höhere Kontraktionen als Serum 1, die Unterschiede waren gering. 


Versuch 4. Serum 1 enthielt 60,2 Volumproz. CO,, pu = 7,05 
Serum 2 an 19,8 a CO. pu = 7,05 


Serum 1 enthielt also dreimal so viel CO, wie Serum 2. 
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Abb. 3. 
4 — Serum mit 72,5 Volh CO», 
e 5 = ” ? A 99 LAJ 0), LA) 
Nach 22 Stunden Prüfung am Froschherzen. Die Kontraktionshöhen 
bei Speisung mit Serum 2 sind ein wenig höher als bei Speisung mit Serum 1. 
Versuch 5 (s. Abb. 4): 
Serum 1 enthielt 84,5 Volumprozent CO, ph = 
Serum 2 DS 17,8 a CO. pau = 7,06 
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Abb. 4. 
Serum 1 mit 84,5 Vol. -lp CO, und 
Serum 2 mit 17,8 ,, Dh CO». 


Serum 1 enthielt also etwa fünfmal so viel CO, wie Serum 2. Trotzdem 
wirkten beide Proben auf das Froschherz (nach vierstündigem Stehen) 


gleich stark ein. 

Die Serumversuche führten also übereinstimmend zu dem Er- 
gebnis, daß durch Verminderung der Bicarbonatkonzentration im Serum 
auf Y, bis 1/iọ des Normalwertes höchstens eine sehr geringe Zunahme 
der Caleiumionenkonzentration bewirkt wird. Auch diese Versuchs- 
reihe scheint mir also zu beweisen, daß die Anwendung der von Rona 
und Takahashi für die Löslichkeit des Calciumbicarbonats bei Gegen- 
wart des Bodenkórpers aufgestellten Formel auf úbersittigte Calcium- 
carbonatlósungen, wie sie in dem Blute vorliegen, nicht berechtigt ist. 

Meine Versuchsergebnisse weisen darauf hin, daß entgegen der 
von verschiedenen Autoren aufgenommenen Theorie von Hamburger 
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und Brinkman die lonisation der Calciumverbindungen des Blutes 
von der Höhe des Bicarbonatgehaltes relativ wenig beeinflußt wird. 
Eine geringe Besserung der Dissoziation wurde bei Herabsetzung des 
Bicarbonatgehaltes, d. h. also bei künstlich erzeugter starker Azidose 
beobachtet. Diese geringe Vermehrung der Ca-lonisierung dürfte 
wohl die Ursache dafür sein, daß, wie verschiedene Autoren angeben, 
die Erscheinungen der Tetania parathyreopriva, an denen das starke 
Absinken der Calciumionisation sicher Anteil hat, durch Infusion von 
Säure gebessert werden können. 


Zusammenfassung. 


l. Es wurde die Abhängigkeit der Calciumionenkonzentration in 
Salzlösungen und Serum von der Höhe der Bicarbonationenkonzen- 
tration am ausgeschnittenen Froschherzen verfolgt. 

2. Die Abhängigkeit findet nicht, wie Hamburger und Brinkman 

[Ca’]{[HCO;] 
el > k. Diese 
Formel wurde von Rona und Takahashi für das System: Lösung 
+ Bodenkórper aufgestellt und kann nicht übertragen werden auf 
das System: übersättigte Lösung ohne Bodenkörper, wie sie das Blut 
(übersättigte Lösung von Calciumcarbonat) darstellt. 

3. Der Einfluß einer Änderung der HCO,-Konzentration auf die 
Höhe der Calciumionenkonzentration ist ein viel geringerer, als die 
genannte Formel verlangen würde. Diese Feststellung gilt sowohl für 
Ringerlösung wie für Serum. In einer bicarbonatarmen Ringerlösung 
bewirkt Vermehrung der Bicarbonatkonzentration auf das Zehnfache 
eine Zurückdrängung der Calciumionenkonzentration um höchstens 
20 bis 30%. 


vermuteten, ihren Ausdruck in der Form 


20 * 


Über die Produkte 
prolongierter tryptischer Verdauung des Caseins. 


Von 
Sigmund Fränkel und Katharine Gallia. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 2. September 1922.) 


In zwei Arbeiten aus diesem Laboratorium von Sigmund Fränkel 
und Emil Feldsberg!), ferner von Sigmund Fränkel und Paul Jellinek?) 
wurde gezeigt, daß bei der Einwirkung von Trypsin auf Eiweiß sehr 
merkwürdige Prozesse vor sich gehen, wenn erst die Hauptfunktion 
des Trypsins, die Lösung der säureamidartigen Bindungen zwischen 
den Aminosäuren des Eiweißes beendet ist. Die bisher bekannten 
Funktionen des Trypsins, in neutraler oder alkalischer Lösung Eiweiß 
bis zu den letzten Aminosäuren abzubauen, wobei die vollständige 
Aufspaltung des Eiweißes erst durch Erepsin durchgeführt wird, führte 
bekanntlich zur Auffindung des Tryptophans. Diese Aminosäure, das 
ß-Indolylalanin, verrät ihr Freiwerden durch die schon von Nench 
beschriebene Reaktion mit Bromwasser in der Verdauungslösung?). 
Wenn man aber nicht auf der Höhe der Verdauung mit Trypsin die 
Verdauung abbricht, sondern sie noch weiterlaufen läßt, so bemerkt 
man, daß die Tryptophanreaktion mit Bromwasser immer mehr ab- 
nimmt, bis sie schließlich, wenn man etwa 50 Tage verdaut, überhaupt 
verschwindet. Es waren nun einige Möglichkeiten gegeben, auf denen 
das Verschwinden der Bromreaktion beruhen konnte. Es ist aber in 
den vorausgegangenen Untersuchungen aus diesem Laboratorium 
gezeigt worden, daß das Verschwinden auf einer neuen Funktion des 
tryptischen Ferments oder eines es begleitenden Ferments beruht. 
auf der Anhydrase, welche die Fähigkeit hat, zwei Tryptophanmolekile 
in der Weise zu kondensieren, daß die beiden Karboxylgruppen unter 
Wasserabspaltung ein Anhydrid geben. Dieselbe Beobachtung konnte 
auch beim Studium einer anderen, aus diesem Verdauungsgemisch 


1) Diese Zeitschr. 120, 218, 1921. 
2) Ebendaselbst 130, 592, 1922. 
3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 560, 1895. 
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gewonnenen Substanz gemacht werden, beim 1-Tyrosin, welches sich, 
analog dem Tryptophananhydrid, in das Tyrosinanhydrid verwandelt 
hatte. Beide Körper konnten auf relativ einfache Weise aus dem 
tryptischen Verdauungsgemisch isoliert werden. 

Die Anhydrasewirkung, welche im hiesigen Laboratorium fest- 
gestellt wurde, unterscheidet sich aber, wie Carl Neuberg!) auseinander- 
setzte, durchaus von der Wirkung der von ihm festgestellten Carboli- 
gase, welche die Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung durchzuführen ver- 
mag. Sehr auffällig ist die Wirkung dieser Anhydrase nach folgender 
Überlegung: 

Wenn man Glykoside mit Fermenten spaltet, so sieht man, daß 
Fermente, welche die «-Reihe der Glykoside aufspalten, nicht diese, 
sondern die B-Reihe aufbauen können, und umgekehrt, die, welche die 
B-Reihe der Glykoside aufspalten, die &-Reihe aufbauen. Nun ist das 
Trypsin ein Ferment, welches die säureamidartige Bindung der Amino- 
säuren, der einfachsten Bausteine des Eiweißes, hydrolysierend löst. 
Die Anhydrase, deren Wirkung hier gefunden wurde, führt aber die 
Anhydridbildung an den Carboxylgruppen durch, nicht aber die Kuppe- 
lung von Carboxvl- und Aminogruppen, so daß die reversible (konden- 
sierende) Reaktion des Ferments einen völlig anderen Gang geht. 
Ganz besonders auffallend ist aber bei der Bildung der Anhydride, 
daß in beiden Fällen, Tyrosin und Tryptophan, aus diesen linksdrehenden 
Aminosäuren rechtsdrehende Anhydride entstehen, eine Beobachtung, 
die erst in der vorliegenden Arbeit ihre teilweise Erklärung findet, 
da ja die Frage zu lösen war, ob das Anhydrid des 1-Tyrosins rechts- 
drehend ist, oder ob eine Waldensche Umlagerung hier zu sehen ist. 
eine Frage, deren Lösung durchaus nicht so einfach erschien. 

Die Frage, ob die Anhydrase ihre Tätigkeit auf alle Aminosäuren 
oder nur auf die aromatischen oder gar nur auf die zwei beobachteten, 
Tyrosin und Tryptophan, erstreckt, konnte nur durch Untersuchung 
auf breitester Basis, die sich auf sämtliche Verdauungsprodukte des 
Caseins und andere Eiweißkörper bezog, entschieden werden. In der 
Fortsetzung dieser Arbeiten wurde hier gefunden, daß man, ohne das 
in diesem Falle kaum anwendbare Esterverfahren oder ein anderes 
bekanntes Verfahren anzuwenden, auf recht einfache Weise zu einer 
Reihe von Produkten kommt, die von größter Bedeutung für die 
Erkenntnis der sich in dem Verdauungsgemisch bei der prolongierten _ 
Verdauung abspielenden Vorgänge sind. 

Es wurde vorerst bei der weiteren Aufarbeitung der Mutterlaugen 
auf eine sehr einfache Weise racemisches Oxyprolin dargestellt, woraus 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921; C. Neuberg 
und H.Ohle, diese Zeitschr. 128, 610, 1922. 
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geschlossen werden kann, daß die Anhydridbildung beim Oxyprolin 
nicht eingesetzt hat, hingegen aber eine Racemisierung zu sehen ist, 
welche durchaus nicht auf das äußerst schonende Verfahren der Dar- 
stellung zurückzuführen ist. Ferner wurde in geringen Mengen eine 
Substanz gefunden, die nach ihren Analysen als Histidinanhydrid an- 
zusprechen ist, eine Substanz, die beweisen würde, daß diese hetero- 
zyklische Aminosäure im Gegensatz zum Oxyprolin wieder die An- 
hydridbildung eingeht. 

Von großem Interesse war aber folgender Fund: Es wurde in 
den Verdauungsprodukten reichlich Ammoniak und Methylamin ge- 
funden, von denen das erstere in genau gleicher Weise zu erklären ist 
wie das Ammoniak, welches bei der Hydrolyse der Eiweißkörper mit 
Säuren entsteht, nämlich als das Ammoniak, welches aus Asparagin 
und Glutamin entsteht, so daß hier die Säureamidbindung nicht zwischen 
einer Aminosäure und einer Aminosäure, sondern zwischen einer Amino- 
säure und Ammoniak gelöst wird. Die Entstehung des Methylamins 
im Verlaufe der tryptischen Verdauung ist wohl nur durch die Auf- 
spaltung des Glykokolls erklärlich, welche Aminosäure unter Verlust 
ihrer Carboxylgruppe in Methylamin übergeht. Wir sehen aleo bier, 
daß das Trypsin selbst oder ein das Trypsin begleitendes Ferment 
die Funktion der Decarboxylase hat, eine Funktion, welche ja bei einer 
Reihe von Bakterien bekannt ist, insbesondere bei denen der Coli- 
gruppe und ebenso bei der Entstehung der verschiedenen Basen im 
Secale cornutum, wo aus den verschiedenen Aminosäuren des Eiweißes 
die um einen Kohlenstoff ärmeren Amine sich bilden. Diese neue 
Funktion der Decarboxylase bei tryptischer Verdauung wurde bis 
jetzt aber nur an dem einen Beispiel, beim Glykokoll, erwiesen. Wir 
sehen an den bisherigen Funden, was für reiche Möglichkeiten von 
Reaktionen schon an den bisher isolierten Produkten erschlossen werden 
konnten. Aber auch präparativ ergibt sich die Möglichkeit, auf eine 
recht einfache Weise zu sonst schwer erreichbaren Spaltungsprodukten 
des Eiweißes zu gelangen. 

Wir haben es unternommen, in Fortsetzung dieser Arbeiten neuc 
Produkte aus den Mutterlaugen der tryptischen Eiweißspaltungs- 
produkte zu isolieren, und es ist uns gelungen, auf sehr einfache Weise 
zu einer Reihe von Produkten zu kommen, von denen in der vorliegenden 
Abhandlung zwei ihrer Methodik und ihrer Bedeutung nach beschrieben 
werden sollen. 


Experimenteller Teil. 
Wir setzten unsere Verdauung mit 500g reinstem dänischen 
Casein an. Dieses schwemmten wir in 5 Liter 0,8proz. Sodalósung auf, 
setzten 2 g Pankreatin zu, schüttelten mit Chloroform und überschich- 
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teten mit Toluol, um Fäulnis zu vermeiden. Hierauf wurde die Lösung 
im Thermostaten bei 37% 60 Tage lang stehen gelassen. Nach dieser 
Zeit zeigte weder die Lösung noch der Niederschlag Biuretreaktion. 


Nun wurde die Lösung von dem Niederschlag abfiltriert, dieser 
mit Alkohol nachgewaschen, das alkoholische mit dem Hauptfiltrat 
vereinigt und dieses von dem Toluol getrennt. 


Der Niederschlag wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht. Beim 
Einengen dieser Auskochwässer kristallisierte das von Fränkel und 
Feldsberg gefundene d-Tyrosinanhydrid aus. 


Das Filtrat wurde mit Schwefelsäure neutralisiert und mit Queck- 
silbersulfat in 5volumproz. Schwefelsäure gefällt, der Niederschlag 
24 Stunden absitzen gelassen und abfiltriert. Dieser enthielt das Tryp- 
tophananhydrid. Das Filtrat wurde durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff quantitativ vom Quecksilber befreit und der Schwefel- 
wasserstoff mittels Durchleiten von Luft verdrängt. 


Nun wichen wir von unserem in den früheren Arbeiten geübten 
Verfahren ab, indem wir direkt diese schwefelsaure Lösung mit Phos- 
phorwolframsäure fállten. Wir verwendeten dazu nicht käufliche 
Phosphorwolframsäure, sondern ein von uns selbst nach der Methode 
von Winterstein dargestelltes, reines, vollständig ätherlösliches Präparat. 
30 g lösten wir in 300 ccm Wasser und fällten damit das vom Queck- 
silbersulfid quantitativ befreite schwefelsaure Filtrat. Wir setzten 
so lange von dem Reagens zu, bis in einer kleinen Probe des Filtrats 
kein Niederschlag mehr entstand. Nun ließen wir den Niederschlag 
absitzen und filtrierten von ihm ab. Wir arbeiteten zunächst das 
Filtrat auf, während die Aufarbeitung des Niederschlags in einer 
anderen Arbeit unseres Instituts beschrieben werden wird. 


Das Filtrat wurde mit reinem, umkristallisiertem Baryt neutralisiert, 
dann wurde abfiltriert und durch Einleiten von Kohlensäure der Über- 
schuß an Barium niedergeschlagen. Nachdem dieses quantitativ ent- 
fernt war, indem die Lösung unter vermindertem Druck immer wieder 
eingeengt wurde und die Bariumcarbonatniederschläge immer mit 
heißem Wasser nachgewaschen wurden, bis eine Probe davon beim 
Erhitzen mit Natronkalk in einer Eprouvette kein Ammoniak ent- 
wickelte, begannen organische Kristalle auszufallen. So wie sich das 
Anschießen von Kristallen bemerkbar machte, wurde jedesmal die 
Destillation sofort unterbrochen, so daß wir beim weiteren Einengen 
der Lösung zu mindestens fünf Kristallfraktionen gelangten, zum 
Unterschiede von den üblichen Verfahren, bei denen man meist zu 
sehr schwer aufzuarbeitenden Sirupen gelangte. 

Diese Kristallfraktionen erwiesen sich teilweise als identisch, wie 
im folgenden gezeigt werden soll. 
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d-Tyrosın. 

Die erste Kristallfraktion wurde einer mehrmaligen Umkristalli- 
sation unterworfen. "Da die Schmelzpunkte sich nur sehr wenig ver- 
änderten, nachdem die Substanz einmal annähernd rein war, waren 
wir gezwungen, (Mikro-)Analysen zu machen. Diese ließen sich anfangs 
nur schwer auf eine Substanz rechnen, erst nach weiterem Umkristalli- 
sieren kamen wir zu Resultaten, die auf Tyrosin stimmten. 


7,787 mg Substanz 17,038 mg CO, 4,474 mg H,O 


5,418 LEI LEI 11,905 LEI 99 3,171 LEI 29 
2,340 ,, 53 0,164 ccm N (26° 749 mm) 
3,082 LEI 38 0,217. LE LE (27° 741 ,> ) 
Berechnet für C,H,, NO, (Tyrosin): 
C: 59,64 % H: 6,129% N: 7,73% 


gef. C: 59,69%, 59,95%, H: 6,43%, 6,55%, N: 7,87%, 7,79% 


Durch die Analysenresultate erwies sich diese Substanz als Tyrosin. 
Es waren schöne weiße Kristalle, die in Wasser sehr schwer löslich 
waren. Den Schmelzpunkt mußten wir wegen der großen Zersetzlich- 
keit in einer zugeschmolzenen Kapillare bestimmen; bei raschem Er- 
hitzen schmolz die Substanz unter Bräunung gegen 310%. Die Tyrosin- 
reaktionen (Millonsche und Mörnersche Reaktion) fielen beide 
positiv aus. š 

Die Bestimmung der optischen Aktivität geschah nach der Mikro- 
polarisationsmethode von E. Fischer!) mit einem großen Landolt- 
Lippich-Apparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld, mit einem vorgeschal- 
teten großen Spektralapparat, welcher nur D-Licht durchläßt. Das 
Polarisationsrohr von 5cm Länge hat einen inneren Durchmesser von 
1,5 mm und faßt nicht mehr als 0,1 ccm. Es besteht aus weißem Glas, 
ist aber ganz mit Hartkautschuk bekleidet. Zur Lösung mußten wir 
Salzsäure verwenden; diese hatte die Dichte 1,022. 

Wir lösten 0,01811 g, Gesamtgewicht der Lösung 2,084 89 g, Dichte 
der Lösung 1,029. 

Das Mittel aus unseren Ablesungen war 0,08% Die Temperatur 
260, also ist [«]% = + 17,910. 

Als wir nach 10 Tagen von derselben Lösung noch eine zweite 
Ablesung machten, zeigte sich, daß die Drehung auf etwa die Hälfte 
herabgesunken war. Das Mittel aus unseren Ablesungen betrug jetzt, 
allerdings bei einer Temperatur von 22°, nur 0,04°. 

Also [x] = + 8,95%, 

Diese Erscheinung láBt sich entweder dadurch erkláren, daB das 
Tyrosin beim lángeren Stehen durch die Salzsáure teilweise racemisiert 


1) Abderhaldens Handbuch d. biochemischen Arbeitsmethoden, I. Aufl., 
>, 1, 572 und Ber. d. deutsch. chem.G es. 44, 129, 1911. 


Produkte prolongierter tryptischer Verdauung des Caseins. 313 


wurde oder, weniger wahrscheinlich, durch Mutarotation. Bemerkenswert 
ist, daß unser d-Tyrosin eine so hohe Drehung zeigt, während Emil 
Fischer stets weniger stark drehendes d-Tyrosin und auch 1-Tyrosin fand. 

Das 1-Tyrosin von Emil Fischer, das er aus Casein darstellte, zeigte 
nur Iech = — 12,56°, ein anderes let = — 13,20, 

1-Tyrosin, das er aus Kartoffelknollen gewann, drehte allerdings — 16,1°, 
was unserem Wert schon näher kommt. Bei der Spaltung von racemischem 
Tyrosin erhielt er d-Tyrosin, von der Drehung + 16,4%; dieses ist aber der 
höchste Wert, der überhaupt in der Literatur für die Drehung des Tyrosins an- 
gegeben ist!). Diese Spaltung nahm er an synthetischem, optisch inaktivem 
Tyrosin vor, das er über die Salze des Benzoyltyrosins mit Brucin und 
Cinchonin gewann. 

Sonst wurde d-Tyrosin auch aus dem d-1-Tyrosin durch Vergárung mit 
Hefe gewonnen?). Natürliches d-Tyrosin wurde von Lippmann aus Rüben- 
schößlingen gefunden ?), und zwar fand er in einer Lösung von der Konzen- 
tration 1,5068 in Salzsäure von 25%, en = + 6,850, 


d-L-Valin. 

Die zweite und dritte Kristallfraktion erwiesen sich durch Gleichheit 
des Schmelzpunktes und der Analysenresultate als vollständig identisch, 
und zwar erwies sich die Substanz als Valin. 

Sie war im Wasser ziemlich leicht löslich und war anfangs gelblich 
gefärbt, wurde aber durch Umkristallisieren mit Tierkohle nahezu 
farblos. Beim Erhitzen sublimierte sie, ohne zu schmelzen, erst bei 
sehr raschem Erhitzen gelang es uns, im geschlossenen Kapillarrohr 
einen Schmelzpunkt von 290 bis 295% zu bekommen, der ja ungefähr 
mit dem von E. Fischer*) angegebenen Zersetzungsprodukt von 298° für 
d-1-Valin übereinstimmte. Die Substanz zeigte keine optische Aktivität. 

8,345 mg Substanz 15,602 mg CO, 6,969 mg H,O 


5,633 „, »» 10,586 ,, , 4,105 „ » 
3,619 „, ge 0,377 ccm N (25%, 749 mm) 
2,588 ,, » 0,272 ,, ,, (24% 743 „) 
Berechnet für C¿H,,O2N (Valin) 
C: 51,25% H: 9,69% N: 11,96% 


gef. C: 51,07, 51,24%, H: 9,35%, 9,45%, N: 11,77%, 11,81% 
Wir haben hier eine sehr einfache Methode gefunden, um d-1-Valin 
aus Casein darzustellen. 
d-Valın. 
4. Kristallfraktion. 
Auch diese erwies sich als Valin, hatte aber einen etwas höheren 
Zersetzungspunkt. Im Wasser war sie ebenfalls leicht löslich ; im Gegen- 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 3638, 1899. 
2) Diese Zeitschr. 1, 30, 1906. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 17, 2839, 1884. 
1) Ebendaselbst 89, 2326, 1906. 
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satz zum früher gewonnenen Valin zeigte aber ihre Lösung eine deutliche 
Drehung des polarisierten Lichtes nach rechts. 


5,437 mg Substanz 10,224 mg CO, 4,749 mg H,O 


5,871 ,, m 11,009 ,, ,, 4,999 5, » 

1,644 ,, PR 0,170 ccm N (21° 750 mm) 

1,555 ,, ,> 0,159 TE 29 (23° 750 T 
Berechnet für C,H,,O,N (Valin): 

C: 51,25 %, H: 9,69%, N: 11,96% 


gef. C: 51,39%, 51,16%, H: 9,79%, 9,52%, N: 11,829, 11,60%, 


Drehungsbestimmung durch Mikropolarisation. 

Zur Messung der optischen Aktivität lösten wir 0,0165 g Substanz ın 
Wasser. Gesamtgewicht der Lösung 1,94350 g. Dichte der Lösung 1,001. 

Die Ablesung war bei 26% 0,02%, mithin Lech = + 4,705%. Emil 
Fischer!) fand bei einer Einwage von 0,3877 g Substanz in 8,0946 g wässeriger 
Lösung bei 20° eine Drehung von + 6,420, 

Dafür, daß unser Valin schwächer dreht, ist eine Erklärung darin 
zu suchen, daß es offenbar noch mit Spuren des Racemkörpers vermengt 
ist; auch ist unsere Temperatur während des Versuches ja bedeutend 
höher. 


5. Kristallfraktion: (d-Tyrosin). 


Diese zeigte schon in ihrem Aussehen große Ähnlichkeit mit der 
ersten Kristallfraktion. Auch war sie schwer löslich in Wasser, wobei 
die schwer benetzbaren Kristalle an der Oberfläche schwammen. Im 
geschlossenen Kapillarröhrchen rasch erhitzt, schmolz sie unter Zer- 
setzung bei 290 bis 300°. Durch die Analvsenwerte erwies sich die 
Substanz tatsächlich als Tyrosin. 

6,425 mg Substanz 14,022 mg CO, 3,704 mg H,O 


6,088 „, ge 13,255 ,, ,, 3,457 on a 

3,313 ,, e 0,234 com N (26° 748 mm) 

2,879 ,, $9 0,205 99 ,9 (26° 745 9 ) 
Berechnet für Ge Hu N Oz: 

C: 59,64 9, H: 6,12%, N: 7,73%, 


gef. C: 59,55%, 59,39%, H: 6,45%, 6,35%, N: 7,94%, 7,96%. 

Diese Fraktion zeigte ebenfalls Rechtsdrehung, ihr Drehvermógen 
war aber wesentlich schwächer als das der ersten. 

Es entsprach ungeführ dem optischen Antipoden, den Emil Fischer aus 
Casein durch Säurehydrolyse gewann. Er erhielt nämlich unter ungefähr 
den gleichen Versuchsbedingungen Opi = — 12,56% das ist nur um IW 
von unserer Drehung bei dieser Substanz verschieden, der durch die ver- 


schiedene Temperatur ausgeglichen sein dürfte, während sonst die Versuchs- 
anordnung ziemlich übereinstimmt. 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 39, 2325, 1906. 
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Wir führten die Polarisation wieder, wie früher beschrieben, nach der 
Mikromethode von E. Fischer aus. 

Wir lösten 0,01782 g in Salzsäure von der Dichte 1,022, das Gesamt- 
gewicht der Lösung war 1,83082 g, die Dichte der Lösung 1,026. Das 
Mittel aus mehreren Ablesungen war 0,06°, die Temperatur 26°. Dem 


entspricht Le = + 12,01°. 
Emil Fischer fand für das Tyrosin, welches er aus Casein darstellte, 
nahezu den gleichen Wert nach links!). 


6. Kristallfraktion (d-Valin). 


Die sechste Kristallfraktion war erst stark gelb gefärbt, sie wurde 
daher mit Tierkohle aus Wasser, indem sie sich ziemlich leicht löste, 
umkristallisiert, dann mußte sie noch drei bis viermal aus Wasser 
umkristallisiert werden, bis der Schmelzpunkt oder, besser gesagt, 
der Zersetzungspunkt konstant blieb. Bei raschem Erhitzen in der 
geschlossenen Kapillare war er über 303% Die Analysen, die nun aus- 
geführt wurden, ergaben die gleichen Resultate wie die zweite, dritte 
und die vierte Kristallfraktion. 


6,505 mg Substanz 12,196 mg CO, 5,327 mg H,O 


8,596 ,, » 16,100 wn 1,574 5, ,, 
2,343 ,, er 0,239 com N (25° 749 mm) 
2,518 ,, 2 0,2597 „ „ (25% 747 ,,.). 
Berechnet für C¿H,¡02N (Valin): 
C: 51,25%, H: 9,69%, N: 11,96%, 


gef. C: 51,15%, 51,09%, H: 10,02%, 9,86%, N: 11,52%, 11,61% 
Hier hatten wir eine größere Ausbeute als bei den früheren Valin- 
fraktionen, da aus der Mutterlauge nach dem ersten Umkristallisieren 
ebenfalls Valin auskristallisierte, das durch mehrmaliges Umkristalli- 
sieren aus kochendem Wasser, das erste Mal mit Tierkohle, gereinigt 
wurde, bis der Schmelzpunkt übereinstimmte. 

Während wir in der früheren Fraktion ein d-Valin gefunden hatten, 
dessen optische Drehung noch nicht der von E. Fischer gefundenen 
entsprach, hatten wir es hier mit einem d-Valin zu tun, dessen Drehung 
fast doppelt so stark war wie die Drehung des d-Valins von Emil Fischer. 

Emil Fischer?) fand bei einer Einwage von 0,2507 g d-Valin in Wasser, 
Gesamtgewicht der Lösung 7,0495 g, Dichte 1,007, im 2 dm Rohr, bei 20° 
und Natriumlicht 0,46% nach rechts. Mithin [ey = + 6,420, 


Wir fanden bei einer Einwage von 0,01906 g d-Valin in Wasser, Gesamt- 
gewicht der Lösung 2,20858 g, Dichte 1,002, bei 26° und Natriumlicht 


0,06° nach rechts, mithin [«]% = + 13,870 
Wir haben also beiläufig ein doppelt so stark drehendes d-Valin 
bekommen. Dieses scheint aber sehr empfindlich gegen Racemisierung 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 299, 1902. 
2) Emil Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 89, 2325, 1906. 
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zu sein; denn ein Teil, den wir nochmals umkristallisierten und dabei 
scheinbar etwas zu stark kochten, zeigte sofort eine bedeutend 
schwächere Drehung als unser oben besprochenes Valin, und selbst 
als das Valin von Fischer. 

Wir fanden nämlich jetzt bei einer Einwage von 0,049085 g in 
Wasser, Gesamtgewicht der Lösung 2,37940 g, Dichte 1,0016, bei 
220 und Natriumlicht 0,045° nach rechts, also ¡ae = + 4,3560. 

Dieser Wert ist innerhalb der erlaubten Fehlergrenze gleich dem 
Wert, den wir für das als vierte Kristallfraktion besprochene d-Valin 
fanden. 

Jedenfalls ist es sehr interessant, daß wir einmal bei einer analysen- 
reinen Substanz eine so hole Drehung fanden. Es könnte ja sein, 
daß das d-Valin die Erscheinung der Mutarotation zeigt, denn für die 
zweite Bestimmung wurde die Lösung am Abend bereitet und die 
Polarisation erst am nächsten Tage durchgeführt. Aber gerade der 
Umstand, daß die optische Aktivität mit der früher gefundenen so gut 
übereinstimmt, bei der eine Mischung mit dem Racemkörper, wie schon 
dort erwähnt wurde, sehr wahrscheinlich war, berechtigt zu der An- 
nahme, daß das d-Valin sehr leicht der Racemisierung unterliegt und 
schon durch längeres Kochen mit Wasser beim Umkristallisieren teil- 
weise racemisiert wurde. 


Zusammenfassung. 


Es konnte also in dieser Untersuchung gezeigt werden, daß man, 
wie in der Einleitung auseinandergesetzt wurde, bei der Aufarbeitung 
der Eiweißspaltungsprodukte bei der prolongierten tryptischen Ver- 
dauung des Caseins, ohne die bekannten komplizierten Methoden an- 
zuwenden, zu einer Reihe von weiteren Spaltungsprodukten gelangen 
kann, die sich wesentlich von den primären Spaltungsprodukten der 
Trypsinverdauung unterscheiden, da beim weiteren Verlaufe die ent- 
standenen Aminosäuren mannigfache fermentative Änderungen er- 
leiden. So wurde vor allem das d-Valin und d-1-Valin, und ferner das 
Tyrosin gefunden und alle ihre Eigenschaften festgestellt. 

Natürliches d-Tyrosin wurde sonst bisher nur aus Pflanzeneiweiß 
isoliert, und zwar aus den bleichen Schößlingen ausgewachsener Runkel- 
rüben!), nicht aber aus tierischem Eiweiß. 

Wichtig ist, daß unser d-Tyrosin dem absoluten Wert nach stärker 
dreht als das stärkstdrehende, bisher gefundene d-Tyrosin und 1-Tyrosin. 
Die am stärksten drehenden natürlichen Präparate waren aus Kartoffel- 
knollen und aus Keimpflanzen von Cucurbita-Pepo; diese Präparate 


zeigten in 4proz. Salzsäure ein Drehungsvermögen bis zu [x]! = — 16,1°. 


1) Lippmann, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 17, 2839, 1884. 
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Bei der Aufspaltung von künstlichem d-l-Tyrosin erhielt E. Fischer 
eine Drehung von Iech = + 16,40. 

Das von uns bei der prolongierten Trypsinverdauung gefundene 
d-Tyrosin zeigte bei dem gleichen Lösungsmittel [x] = + 17,91%, und 
da es einen höheren Drehungswert zeigt als die bisher dargestellten 
optisch aktiven Tyrosine, so muß es auch reiner bzw. gar nicht oder 
weniger mit Racemkörper gemischt sein als die bisher dargestellten. 

Daß das d-Tyrosin unter den Verdauungsprodukten des Caseins 
vorkommt, ist ein neues Ergebnis, über dessen Bedeutung wir noch 
eine kurze Betrachtung anstellen müssen. Dieses d-Tyrosin kann 
keinen anderen Ursprung haben als das 1-Tyrosin, dessen Vorhandensein 
im Casein, wie in den meisten Eiweißkörpern, ja längst bekannt ist. 
Offenbar geht das 1-Tyrosin in das d-Tyrosin über, ein Vorgang, der 
sich auf zwei Arten erklären läßt: 

1. durch Waldensche Umlagerung; 
2. durch Racemisierung des 1-Tyrosins und Spaltung des Racem- 
körpers in 1-Tyrosin und d-Tyrosin. ` 

Gegen letztere Erklärung spricht, daß wir das d-1-Tyrosin in der 
tryptischen Verdauungslösung bisher nicht gefunden haben, sondern 
nur d-Tyrosinanhydrid und d-Tyrosin, so daß die größte Wahrschein- 
lichkeit dafür besteht, daß eine Umlagerung von der l-Form in die 
d-Form ohne intermediäre Bildung der Racemform stattgefunden hat. 

Dies war ein analoger Fall zur Waldenschen Umlagerung. Im 
Prinzip hatten wir es dabei mit derselben Umlagerung zu tun, wie 
wenn die Aminosäuren in ihre optischen Antipoden umgewandelt werden, 
und zwar ohne vorher in die Racemform überzugehen. 

Unter Waldenscher Umlagerung versteht man bekanntlich den Vor- 
gang der Überführung einer aktiven Verbindung mit asymmetrischem 
Kohlenstoffatom in ihren Antipoden, ohne daß man sie zuvor race- 
misiert und die Racemverbindung dann spaltet. Z. B. kann man von 
einer und derselben linksdrehenden Asparaginsäure sowohl zur links- 
drehenden, als auch zur rechtsdrehenden Chlor-Bernsteinsäure gelangen, 
je nachdem man entweder direkt die Aminogruppen mittels Nitrosyl- 
chlorids gegen Chlor austauscht, oder zunächst die Aminogruppe 
durch Hydroxyl ersetzt und dann das Hydroxyl durch Chlor er- 
setzt. Im ersteren ‚Falle kommt man zur gleichdrehenden Amino- 
sáure, also von der l-Asparaginsäure zur 1-Chlor-Bernsteinsáure. Im 
zweiten Falle kommt man von der linksdrehenden Chlor-Bernstein- 
säure zu ihrem eigenen Antipoden, wenn man ihr Chloratom mit 
Hilfe von Silberoxyd gegen Hydroxyl austauscht und dann für die 
Hydroxylgruppe mittels der Phosphorpentachloridreaktion wieder 
Chlor einführt. Unterwirft man nun aber die so gewonnene d-Chlor- 
Bernsteinsäure denselben beiden Reaktionen, so gelangt man zur 
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1-Chlor-Bernsteinsáure zurück und hat mithin einen optischen Kreis- 
prozeß vollzogen. 

Es gibt verschiedene Theorien, welche versuchen, die Erschei- 
nungen der Waldenschen Umkehrung zu erklären. Walden?) selbst 
vermutet, daß bei der Einwirkung von Silberoxyd oder dem ähnlich 
reagierenden Quecksilberoxyd auf die Halogensäure ‚lockere inter- 
mediáre Additionsprodukte‘‘ entstehen, und daß bei deren Zerfall 
„intramolekulare Umgruppierungsreaktionen‘‘ eintreten, welche die 
Umkehrung der Konfiguration zur Folge haben. Emil Fischer?) stimmt 
der Annahme bei, daß sich Additionsprodukte bilden. Er hält es deshalb 
für wahrscheinlich, weil sich immer mehr die Überzeugung Bahn bricht. 
daß allgemein, auch bei gewöhnlichen Substitutionsvorgängen, vorüber- 
gehend Additionen stattfinden, wie es schon Kekule vermutet hat. 
E. Fischer hat solche Zwischenprodukte wirklich beobachtet, und zwar 
bei der Einwirkung von Brom auf Ester der Aminosäuren ` besonders 
das Bromadditionsprodukt des Asparaginsäureesters konnte er in 
kristallisierter Form isolieren und durch Analysen identifizieren. Diese 
Additionsprodukte erfahren bei der Behandlung mit Stickoxyd die 
Verwandlung in Brom-Fettsäureester. Wie das vor sich geht, ist aller- 
dings noch unklar, aber E. Fischer hält die Bildung eines zweiten 
Zwischenproduktes für wahrscheinlich. 

Bei den freien Aminosäuren liegen die Verhältnisse ähnlich, denn 
bei der freien Asparaginsäure erhielt er auch ein kristallisiertes Zwischer- 
Bromadditionsprodukt. Wenn man sich nun vorstellt, daß dieses Brom 
sich in der Wirkungssphäre des asymmetrischen Kohlenstoffs befindet, 
etwa in der Art, wie es von A. Werner in den sphärischen Koordinations- 
formeln angenommen wurde, so läßt sich ein Schema konstruieren. 
bei dem die Waldensche Umkehrung keinen Platzwechsel zwischen 
Gruppen am asymmetrischen Kohlenstoff verlangt, sondern bei der 
Ablösung der Stickstoffgruppe nur eine gleitartige Verschiebung des 
Carboxvls an seine Stelle stattfindet. 

Von dieser Art der Erklärung weicht R. Wegscheider?) ab, indem 
er auf die Annahme solcher Zwischenadditionsprodukte verzichtet. 
Er stellt den Reaktionsverlauf in der Weise dar, daß das Ergebnis 
der Einwirkung als die Wechselwirkung sämtlicher Atome der rea- 
gierenden Molekeln aufzufassen ist und daher sowohl durch das Volumen 
und die sonstigen Eigenschaften der Atome, als auch durch die zwischen 
ihnen tätigen Kräfte beeinflußt wird. Es ist also anzunehmen, daß 
bei diesen Reaktionen auch Molekelteile, die scheinbar nach unseren 
Gleichungen von der Reaktion unberührt bleiben, in Wirklichkeit an 

!) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 1850, 1899. 


2) Ebendaselbst 40, 489, 1907. 
3) Monatshefte f. Chem. 28, 98, 1907. 
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ihr teilnehmen und alle im Molekül vorhandenen Atome in Beziehung 
zueinander treten. Wie Wegscheider im weiteren selbst ausführt, be- 
steht ein Mangel seiner Anschauung darin, daß aus der Grundvorstellung 
(ohne Hinzufügung weiterer Annahmen) nicht abgeleitet werden kann, 
in welchen Fällen und in welchem Umfang abnorme Reaktionen auf- 
treten müssen. Schließlich meint er, daß auch in der Annahme von 
Zwischenprodukten dann ein richtiger Gedanke steckt, wenn man die 
Sache so auffaßt, daß die Anordnung der Atome sich zwar vorüber- 
gehend der des Zwischenproduktes nähert, aber noch vor völliger Er- 
reichung dieses Zustandes eine anderweitige Veränderung erfährt, wie 
Wegscheider es auch für die Wislicenussche Hypothese über die Um- 
lagerung der Stereoisomeren mit Doppelbindung ausgeführt hat. 

E. Fischer hat das Waldensche Phánomen an Aminosáuren studiert 
und genau bearbeitet?). 

Er fand, daß man aus l-Brompropionsäure immer 1-Alanin erhielt, 
gleichgültig, ob die freie Säure oder ihr Ester mit Ammoniak behandelt 
wird, oder ob man sich der Phthalimidreaktion bedient, um das Brom 
gegen die Aminogruppe auszutauschen. Wenn man aber umgekehrt 
Alanin durch Nitrosylbromid in Brompropionsäure verwandelt, so 
zeigt die entstehende Brompropionsäure entgegengesetzte Richtung, 
je nachdem man vom freien Alanin oder von seinem Äthylester ausgeht. 


: NOB 
d-Alanin - ei 
NOBr 


d-Alaninester - - - -> Ester der d-Brompropionsäure. 


> 1-Brompropionsäure, 


Analog verhalten sich die anderen «-Aminosáuren, so daß hier 
die Umkehrung durch die Anwesenheit von freiem Carboxyl bedingt 
sein dürfte. Eine Ausnahme bildet das Valin; es muß also die am 
asymmetrischen Kohlenstoffatom befindliche Isopropylgruppe eine 
besondere Wirkung auf den Verlauf der Reaktion ausüben. 

Das Phänomen der Waldenschen Umkehrung ist so kompliziert, 
daß man es noch nicht abschließend in Regeln fassen kann. Es fehlt 
uns noch der Einblick in den sterischen Verlauf gewisser, scheinbar 
ganz einfacher Austauschreaktionen. Wir haben also auch nicht die 
Möglichkeit, aus den Übergängen, die durch diese Reaktion vermittelt 
werden, sichere Schlüsse auf die Konfigurationsbeziehungen zwischen 
Ausgangssubstanz und Reaktionsprodukt zu ziehen. 

Unter solchen Umständen erscheint es den Forschern auf diesem 
Gebiete zunächst auffällig, daß in anderen Fällen, die viel kompli- 
zierter erscheinen, z. B. aus Oxydations- und Reduktionsreaktionen, 
Schlüsse auf die Konfigurationen gezogen werden konnten, welche sich 
an einem großen Versuchsmaterial in geradezu überraschender Weise 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 489, 1907. 
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gegenseitig kontrolliert und bestätigt haben; dies gilt besonders für 
die Konfiguration der Zuckerarten. Der Grund dafür ist, daß man 
sich bei diesen Untersuchungen in der Zuckergruppe vorwiegend auf 
solche Reaktionen stützt, bei denen die Veränderung nur die nicht 
asymmetrischen Kohlenstoffe betrifft. 


CH. OH CHO COOH 
‘CHOH | ‘CHOH * CHOH 
* CHOH a Reduktion CHOH Oxydation _ «CHOH 
‘CHOH ‘CHOH * CHÓH 
don CH,OH CH,OH. 


Man erkennt an diesen Formeln, daß der Teil, welcher die drei 
asymmetrischen Kohlenstoffatome, also den eigentlichen Sitz der 
Stereoisomerie enthält, an der Veränderung gar nicht teilnimmt. Anders 
steht es bei den Reaktionen, bei denen die Waldensche Umlagerung 
beobachtet wird. Hier erfolgt die Veränderung unmittelbar am eigent- 
lichen Sitze der Stereoisomerie, am asymmetrischen, Enantiostereomere 
bedingenden Kohlenstoffatom. 

Da bei der einfachen tryptischen Verdauung 1-Tyrosin entsteht, 
bei der prolongierten die Hauptmenge in d-Tyrosinanhydrid übergeht 
und wir überdies einen Teil als d-Tyrosin selbst isoliert haben, so er- 
gibt sich die Anschauung, daß hier eine ganz neue Enzymfunktion 
vorliegt, welche analog der Waldenschen Umlagerung fermentativ 
l-Tyrosin in d-Tyrosin verwandelt (wir würden vorschlagen, ein solches 
Enzym nach Walden ,,Waldenase” zu benennen). 

Durch die Auffindung des d-Tyrosins ist auch eine neue Erklärung 
für die Entstehung des d-Tyrosinanhydrids gegeben; es ist nämlich 
bewiesen, daß dieses durch Wasserabspaltung aus dem d-Tyrosın ge- 
hildet wird. 

Es sind jetzt in unserem Laboratorium Versuche im Gange, das 
d-Tyrosinanhydrid künstlich zu spalten, ohne es zu racemisieren. 

Des weiteren wurde in dieser Arbeit eine neue, sehr einfache Methode 
gefunden, um reines Valin darzustellen, und zwar fanden wir das 
d-1-Valin, dessen Reinheit durch die Analysenresultate und durch den 
Schmelzpunkt, der mit dem von E. Fischer!) angegebenen gut über- 
einstimmt, erwiesen ist. Ferner fanden wir aber auch das d-Valin, 
und zwar auf wesentlich einfachere Methode als dies bei den früheren 
Darstellungen der Fall war, außerdem war unser Präparat, wie die 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 39, 2326, 1906. 
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bedeutend stärkere Drehung beweist, viel reiner, als das von E. Fischer 
nach der Estermethode dargestellte d-Valin. 

Es ist ungemein auffallend, daß wir hier, analog dem Befunde 
von S. Fränkel und P. Jellinek beim Oxyprolin, racemisiertes Valin 
finden, beim Valin überdies noch die optisch aktive Form. Die Race- 
misierung könnte ebenfalls fermentativ erklärt werden, es ist aber die 
andere Möglichkeit noch experimentell zu prüfen, ob nicht vielmehr 
die verdünnte sodaalkalische Lösung im Laufe der langen Zeit (wir 
verdauten 60 Tage lang) einzelne leicht racemisierbare Aminosäuren 
in die Racemform ganz oder teilweise überführt. 

Es wurde in allen bisherigen Untersuchungen über die prolongierte 
tryptische Verdauung des Caseins in unserem Laboratorium festgestellt, 
daß das l-Tyrosin vorerst in das d-Tyrosin und dann in das d-Tyrosin- 
anhydrid übergeht. 

Das !-Tryptophan geht in das d-Tryptophananhydrid über. Das 
d-Tryptophan wurde bis jetzt noch nicht isoliert. 

Das l-Oxyprolin geht in die Racemform über. 

Aus den Gruppierungen des Asparagins und Glutamins wird 
Ammoniak abgespalten, das @lykokoll verwandelt sich durch Decarboxy- 
lase in Methylamin. 

Histidin geht anscheinend in das Anhydrid über, analog den beim 
Tyrosin und Tryptophan beobachteten Reaktionen. 

Das d-Valin geht zum Teil in die Racemform über; die Wirkung 
der Anhydrase erstreckt sich nicht auf diese Aminosäure. 

Bis jetzt konnte die Wirkung der Anhydrase also nur bei zyklischen 
Aminosäuren beobachtet werden. 
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Über den Tryptophan- und Tyrosingehalt des Hämoglobins 
und anderer Blutproteine. 


Von 
U. Kiyotaki. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der 
Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 4. September 1922.) 


Gelegentlich ihrer Untersuchungen über den Tryptophangehalt 
verschiedener Eiweißkörper haben O. Fürth und F. Lieben gefunden, 
daß von ihnen dargestellte Globinlösungen nur eine sehr schwache, 
kolorimetrisch nicht auswertbare Tryptophanreaktion nach Vossenel 
gegeben hatten!), die auf anhaftende Verunreinigungen zurückgeführt 
worden war. Nun hatte aber Abderhalden?) seinerzeit gefunden, daß 
die aus Oxryhämoglobin durch Trypsireinwirkung gewonnene Ver- 
dauungsflüssigkeit die Tryptophanreaktion mit Bromwasser gab. 
Ferner berichten neuerdings E. Strauß und Grützner?), daß eine von 
ihnen aus Hämoglobin gewonnene Globinlösung eine stark positive 
Tryptophanreaktion nach Ehrlich-Rhode gegeben hat. Die weitere 
Erfahrung, daß die Voisenetsche Reaktion in stark verdünnten Lösungen 
unter Umständen ganz ausbleiben kann, hat bei Prof. O. Fürth Be- 
denken hervorgerufen, ob nicht etwa das Ausbleiben der Reaktion in 
den von ihm und Lieben untersuchten Globinlösungen durch die allzu 
geringe Konzentration derselben oder durch hemmende Faktoren 
irgendwelcher Art hervorgerufen worden sei. Er hat mich daher mit 
der Aufgabe betraut, den fraglichen Tryptophangehalt des Globins 
einer neuerlichen eingehenden Untersuchung zu unterziehen und im 
Zusammenhang damit auch den Tyrosingehalt desselben unter Ver- 
wertung der von ihm gemeinsam mit W. Fleischmann‘) kürzlich an- 
gegebenen Methodik?) möglichst genau zu ermitteln und mit dem 


1) O. Fúrth und Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1920. 

2) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 491, 1902. 

3) E. Strauss und R. Grützner, ebendaselbst 112, 167, 1921. 

t) O. Fürth und W. Fleischmann, diese Zeitschr. 127, 139, 1922. 
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Gehalte der anderen Blutproteine an Tryptophan und Tyrosin zu 
vergleichen. 


I. Darstellung des Globins. 


Zur Gewinnung des Globins stehen eine Reihe von Methoden zur Ver- 
fügung. Von Pferdeblut als Ausgangsmaterial ausgehend, habe ich zunächst 
zur Darstellung des kristallisierten Hämoglobins das Ammonsulfatverfahren 
von F. N. Schulz!) gewählt, dessen Vorzüge den älteren Methoden gegenüber 
(Hoppe-Seyler, Zinoffsky u. a.) ja allgemein anerkannt sind. Auch zur 
Abtrennung des Globins vom Hämatin folgte ich zunächst dem Schulzschen 
Vorgange, wobei ich, ebenso wie viele andere, die Erfahrung machte, daß, 
insbesondere wenn man von konzentrierteren Hämoglobinlösungen ausgeht, 
sich beim Ausschütteln der mit Salzsäure angesäuertag Hämoglobinlösungen 
mit Alkoholäther die Trennung der Schichten durchaus nicht immer glatt 
vollzieht. 

Diesem Vorgange gegenüber bietet das Verfahren von B. Robertson ?), 
abgesehen von der Kostspieligkeit desselben, meinen Erfahrungen gemäß 
keine besonderen Vorteile. Ich erhielt stets nur eine wenig befriedigende 
Ausbeute (höchstens !/,, der in den ausgewaschenen Blutkörperchen tat- 
sächlich enthaltenen Globinmenge entsprechend). 

Neuerdings haben E. Strauss und R. Grützner?), vom trockenen Hämo- 
globinpulver (Merck) ausgehend, ein neues Darstellungsverfahren ver- 
öffentlicht, welches kürzlich von K. Glässner *) in diesem Institut modifiziert 
worden ist. Meinen Erfahrungen gemäß bietet dasselbe den anderen 
Methoden gegenüber den Vorteil größerer Bequemlichkeit und besserer 
Ausbeute. 

Ich selbst habe mehrfach für die Darstellung des Globins folgenden 
einfachen Vorgang gewählt: 

Wiederholt sorgfältig mit physiologischem NaCl gewaschener Blut- 
körperchenbrei wurde durch Zusatz des zwei- bis dreifachen Volumens 
destillierten Wassers hydrolysiert, sodann wurde verdünntes HCl bis zu 
vollständigem Farbenumschlag in Braun zugesetzt; weiterhin wurde das 
dreifache Volumen Aceton und eine geringe Menge Pyridin hinzugefügt. Der 
ausfallende Globinniederschlag wurde abfiltriert und mit Aceton mehrmals 
gewaschen, bis die Waschflüssigkeit farblos abfloß. Der nunmehr blaß- 
bräunliche Niederschlag löst sich leicht und vollständig in 1 proz. Natron- 
lauge. Die Lösung gibt eine sehr intensive Voisenetreaktion fast ohne 
störende Grundfarbe. 

Oder aber ich ging auch so vor, daß ich die Blutkörperchen wie oben 
hämolysierte und die Hämoglobinlösung mit Salzsäure bis zum Farben- 
umschlag in Braun versetzte. Sodann wurde das Globin durch Neutralisation 
mit Ammoniak gefällt, abfiltriert und mit öfters erneuerten Portionen heißen 
HCI-haltigen Alkohols unter Rückflußkühlung (eventuell auch im Soxhlet- 
apparat) extrahiert. Es gelang so, immerhin weitaus die Hauptmenge des 
dem Globin anhaftenden Hämatins zu beseitigen. Die graubräunliche Masse 
wurde getrocknet und gepulvert. 





1) F.N. Schulz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 469, 1898. 

2) B. Robertson, Journ. of biol. Chem. 18, 1912/13. 

3) E. Strauss und R.Grützner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 167, 1921. 
4) K. Glässner, diese Zeitschr. 127, 312, 1922. 
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Die Eigenschaften des Globins sind von Preyer*), F. N. Schulz’), 
J. Bang?), W. Huiskamp*), H. Kirchbach®), B. Robertson®) u. a. eingehend 
studiert worden. Charakteristisch ist vor allem die Eigenschaft des Globins, 
aus neutraler oder schwach saurer Lösung durch Ammoniak gefällt zu 
werden. Der Niederschlag löst sich in einem geringen Überschuß von 
Ammoniak, um auf Zusatz von Ammoniumchlorid wieder auszufallen. Auch 
ein Zusatz von überschüssigem Ammoniak vermag dann diese Fällung nicht 
mehr zu lösen. 

Die von mir dargestellten Globinpráparate stimmten in ihrem quali- 
tativen Verhalten im allgemeinen mit den von anderen Autoren beschriebenen 
Präparaten überein. Das Globin geht leicht unter der Einwirkung von 
Alkohol und Äther, insbesondere beim Trocknen in eine koagulierte Modi- 
fikation über, wobei seine Leichtlöslichkeit in Säure und Alkohol eine 
erhebliche Einbuße erfbidet. Auch sind Globinlósungen im allgemeinen bei 
neutraler Reaktion nicht haltbar. Werden nach Schulz gewonnene Globin- 
lösungen der Dialyse unterworfen, so scheidet sich das Protein in groben 
Flocken oder kolloidal ab; das Ansäuern mit wenigen Tropfen Essigsäure 
genügt in diesem Falle, um wieder eine klare Lösung zu erzielen. 


DO. Tryptophangehalt des Globins. 


In bezug auf die Methodik der Tryptophanbestimmung im Globin 
habe ich mich im allgemeinen an die Angaben von O Fürth und F. Lieben’) 
gehalten. Als Standardlösung diente mir entweder eine Tryptophan- 
lösung 0,1 % oder aber eine Gentianaviolettlósung, von der eine 
0,0115proz. Lösung der O,lproz. Tryptophanlösung kolorimetrisch 
genau gleichwertig gefunden worden war. Da die Befreiung des Globins 
von hartnäckig anhaftenden Hämatinresten selten ganz vollständig 
gelingt, machte sich bei Herstellung konzentrierter Globinlösungen 
die bräunliche Eigenfärbung derselben oft recht lästig bemerkbar und 
erwies sich bei der Kolorimetrie die Einführung einer Korrektur als 
notwendig. Dieselbe wurde in der Weise bewerkstelligt, daß die Probe 
bei Anstellung der Voisenetreaktion geteilt und nur die eine Hälfte 
mit Nitritlösung versetzt und mit der anderen Hälfte verglichen wurde. 
Man konnte so immerhin annähernd feststellen, wie viel von der 
Färbungsintensität tatsächlich auf die neuaufgetretene Violettfärbung, 
wie viel auf die von vornherein vorhandene Eigenfärbung zu ver- 
anschlagen sei. 

Dort, wo eine qualitative Farbengleichheit zwischen der zu kolori- 
metrierenden Probe und dem Standard nicht erzielt werden konnte, 


1) Preyer, Pflügers Arch. f. Physiol. 1, 414, 1868. 

2) l. c. 

3) J. Bang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 463, 1899. 

t) W. Huiskamp, ebendaselbst 84, 48, 1902. 

5) H. Kirchbach, ebendaselbst 49, 314, 1906. 

€) B. Robertson, ebendaselbst 50, 129, 1907. 

1) O. Fürth und F. Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1920. 
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erwies es sich vielfach als bequemer und genauer, den kolorimetrischen 
Vergleich in Eprouvetten von genau gleichem Durchmesser mit freiem 
Auge (statt mit Hilfe des Dubosgkolorimeters) durchzuführen. Ich 
hielt für diesen Zweck eine Serie von 30 genau gleich weiten Reagenz- 
röhren parat, die steigende Gentianaviolettkonzentrationen von 
0,00025 bis 0,05% enthielten. Diese ‚‚direkte‘‘ Kolorimetrie und das 
Dubosgkolorimeter ergaben meist ziemlich genau übereinstimmende 
Resultate, und sicherte dieser Vorgang immerhin vor gröberen Täu- 
schungen, die sonst leicht unterlaufen können. 


1. Globin nach Schulz. 


a) Nach Schulz hergestellte Globinlósung (NH,-Fällung mit Wasser 
gewaschen, in schwacher Essigsäure gelöst). Die Lösung wurde durch 4 bis 
5tágige Dialyse vollständig von Essigsäure befreit; 150 ccm am Wasserbade 
eingeengt, vom spärlichen abgeschiedenen Niederschlag abfiltriert und mit ` 
H,O auf 30 ccm aufgefüllt. Die Lösung enthielt 0,608 % N, was 3,6 % Globin 
(mit 16,9%, N berechnet) entspricht. Die Kolorimetrie ergab für das Globin 
einen Tryptophangehalt von 3,06 bis 3,6, Mittel 8,88 %. 

Dieselbe Lösung, auf einen Globingehalt von 0,4%, verdünnt, gab nur 
eine spurenweise Andeutung der Voisenetreaktion. Bei einer Verdünnung 
von 1,0% Globin wurden bei sehr oftmaliger Ausführung immer viel zu 
niedrige Zahlen (1,2 bis 1,7%) erhalten. 

Es ergibt sich daraus die wichtige Schlußfolgerung, daß bei der kolori- 
metrischen Tryptophanbestimmung in Eiweißlösungen eine untere Grenze der 
Eiweißverdünnung nicht überschritten werden darf. Dieses Verhalten bietet 
auch die Erklärung, warum Fürth und Lieben, die nur sehr verdünnte Globin- 
lösungen in Händen gehabt hatten, zu der irrtümlichen Meinung gelangt 
sind, das Globin sei ein tryptophanfreies Protein. 

b) Globinpräparat nach Schulz, von einer anderen Präparation her- 
rúhrend. Das getrocknete Globin wurde in NaOH 30% am Wasserbade 
gelöst; ein ungelöster Rest wurde abfiltriert. Die Lösung enthielt 0,615 % N, 
was 3,64°/, Globin entspricht. Kolorimetrie: 8,76°/, Tryptophan. 

c) Wie b). Die Lösung enthielt 0,75% N, entsprechend 4,44 % Globin. 
Kolorimetrie: 8,1% Tryptophan. 

d) Wie b), jedoch Globin von einer anderen Darstellung herrührend. 
Lösung: 0,518% N = 3,07% Globin. Kolorimetrie: 8,25 % Tryptophan. 

e) Eine neutrale dialysierte Globinlösung wurde am Wasserbade ein- 
geengt; nunmehr wurde die dunkelbraune Flüssigkeit mit einer zur voll- 
ständigen Ausfällung ungenügenden Menge Phosphorwolframsäure versetzt 
und filtriert. Das nunmehr schwach gelblich gefärbte Filtrat enthielt 
0,434 %, N = 2,6% Globin. Kolorimetrie: 3,28 °% Tryptophan. Ein anderer 
analoger Versuch, wobei aber die Lösung nicht so stark eingeengt worden 
war, ergab 3,20 % Tryptophan. 


2. Globin nach T. B. Robertson. 


Ein nach der dritten Modifikation des von diesem Autor angegebenen 
Darstellungsverfahrens!) gewonnenes Präparat war bräunlich gefärbt und 


1) T. B. Robertson, Journ. of biol. Chem. 18, 460, 1912. 
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ziemlich schwer löslich in Säure und Alkali. Nach Erwármen mit NaO H30% 
blieb ein Bruchteil ungelöst zurück und wurde abfiltriert. Lösung: 0,44% 
= O d 

2,6% Globin. Kolorimetrie: < 4 8,5%, Tryptophan. 


3. Globin nach Strauss-Grützner, Modifikation von K. Glässner. 


Aus gut gewaschenen Blutkörperchen wurde nach Glässner Globin 
gewonnen. Die durch Ammoniak ausfallenden Niederschläge erschienen 
schwach gelblich, das getrocknete Präparat dunkelgrau. Lösung: 0,33% N 
= 1,95% Globin. Kolorimetrie: 4,0 

3,4 
3,2 
4,0 | 3,85% Tryptophan. 
3,6 
3,4 


4. Globin durch Ammoniakalkoholverfahren gewonnen. 


Globin wurde nach dem von mir erprobten, oben (S. 323) beschriebenen 
Verfahren dargestellt. Durch wiederholtes Auskochen mit wiederholt ge- 
wechselten Alkoholportionen unter dem Rückflußkühler schien die Be- 
seitigung des Hämatins vollständiger zu gelingen als mit Hilfe des Soxhlet- 
apparates. Es wurden so nur schwach gefärbte Globinpräparate erhalten. 
Natürlich hatte dabei das Globin eine weitgehende Denaturierung erfahren; 
trotzdem erwiesen sich die Präparate im feuchten Zustande leicht in starker 
Natronlauge löslich. Eine solche Lösung enthielt 0,61% N = 3,6%, Globin. 


Kolorimetrie: 3,9 
3,1 
3,4 ?} 8,64%, Tryptophan. 
4,0 
3,8 


ö. Globin durch Acetonpyridinverfahren gewonnen. 


Das nach dem oben (S. 323) von mir gewonnene Globin erwies sich im 
feuchten Zustande leicht schon in schwacher Natronlauge löslich und zeigte 
durchaus das typische, von Schulz beschriebene Verhalten. In den so 
erhaltenen, nur wenig gefärbten Lösungen konnte die Kolorimetrie ohne 
Störung durch Eigenfärbung in einwandfreier Weise durchgeführt werden. 
Lösung 0,63% N = 3,73% Globin. Kolorimetrie: 3,2 

3,5 | 3,5 23 Tryptophan. 
3,8 


6. Globin durch Kombination des Acetonpyridinverfahrens mit der Glässner- 
schen Methode gewonnen. 

a) Erst Acetonpyridinverfahren, dann Vorgang nach Glässner. Die 

Lösung in Essigsäure 1% enthielt 0,56% N = 3,3%, Globin. 
Kolorimetrie: ns 8,8%, Tryptophan. 

b) Eine nach Glässner gewonnene essigsaure Globinlösung wurde mit 
dem zweifachen Volumen Aceton unter Zusatz von etwas Pyridin ausgefällt. 
Der erst mit Aceton, dann mit Wasser gewaschene Niederschlag wurde in 


-— Ai. a ` emm AMI. aii Ti 
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Essigsäure 5%, gelöst. Lösung: 0,49% N = 2,90% Globin. Kolorimetrie: 
8,2 9 Tryptophan. 

Ein anderer analoger Versuch, mit Rinderblut ausgeführt (bei allen 
beschriebenen Versuchen diente Pferdeblut als Ausgangsmaterial), ergab 


Sp \ 3,5% Tryptophan. 


7. Kristallisiertes Hämoglobin. 


2 Liter Pferdeblutkörperchen wurden nach Absetzen mit Hilfe einer 
großen Zentrifuge sorgfältig und wiederholt mit physiologischer NaCl- 
Lösung ausgewaschen. Der Blutkörperchenbrei wurde sodann in H,O 
gelöst und die Lösung durch Halbsättigung mit Ammonsulfat zur Kristalli- 
sation gebracht. Die Kristalle wurden abfiltriert und noch einmal um- 
kristallisiert. Es wurden so schön ausgebildete Hämoglobinkristalle ohne 
irgend eine mikroskopisch nachweisbare Beimengung einer amorphen Eiweiß- 
substanz erhalten. Dieselben wurden nunmehr wiederholt mit H,O aus- 
gekocht, mit heißem H,O sulfatfrei gewaschen und getrocknet. Es wurde so 
ein Pulver von schön rotbrauner Farbe in der Ausbeute von Y, kg erhalten. 


5 g dieses Pulvers wurden direkt in 50 cem NaO H 30 %, am Wasserbade 
gelöst. Die so erhaltene tiefdunkelbraune Lösung gestattete nach achtfacher 
Verdünnung die Durchführung einer zumindest schätzungsweisen Voisenet- 
bestimmung unter Anwendung einer Korrektur für die Eigenfärbung. Es 
ergab sich so für das Hämoglobin ein mittlerer Tryptophangehalt von 3,7 % 
in guter Übereinstimmung mit den Globinbestimmungen. 
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N Darstellungsmethode Tryptopbangehalt des Globins ` Mittel 
r. nach TE E e | a 
Be Si | = mee — ] RESCH EE sie" ` "e Te | nun EN A 
L N.Scuk...... , 38 Lë | 3,8 | 3,1 | 3,2 1 l, 3,6 
2. B. Robertson `, `. . . | 3,4 | — | 3,6 E S | — | 3,5 
3. . E. Strauss -Grützner- | | ö 
` Gläser ..... 0,34 32 | 40 (E | — ze 
4. , Ammoniakalkohol- WAR | 
| verfahren... .. 39 | 31 | 3,4 | 40 | 38 — 36 
BR ` Pyridinacetonver- | | | | 
ı fahren ...... | 3,2 | 3,5 | 3,8 SS EE ee — 113,5 
6. ` Kombinierte Methode ` | | | | 
| 5+3 Ki er ah re r 32] SEH , A , u Sg — 35 
EE, e E Ae | 3,2 | Ss 
7. ; Hámoglobin `... IT AA 


| l | | | Mittel || 8,57 


Wir gelangen sonach zu dem Schlußergebnis, daß Hämoglobin 
bzw. Globin, verglichen mit den in dieser Hinsicht bisher untersuchten 
Proteinen (s. Fürth und Lieben, 1. c., S. 146), sich den tryptophanreichen 
Eiweißkörpern anreiht, wenn es auch noch vom Fibrin und Serum- 
globulin hinsichtlich seines Tryptophangehaltes, der etwa mit 3,69%, 
bewertet werden mag, übertroffen wird. 
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IN. Über die Melanoidinbildung bei der Säurehydrolyse des Globins. 


Kürzlich sind O. Fürth und Lieben!) (im wesentlichen mit den 
Resultaten von R. A. Gortner und seinen Mitarbeitern übereinstimmend) 
zu dem Ergebnis gelangt, daß unsere gegenwärtigen Vorstellungen 
über das Wesen der Melanoidinbildung etwa folgendermaßen zusammen- 
gefaßt werden können: ‚Die bei der Säurehydrolyse von Proteinen 
auftretenden dunkel gefärbten säureunlöslichen Kondensationsprodukte 
sind im wesentlichen als Umwandlungsprodukte des Tryptophans (,,Mela- 
notdine‘‘) anzusehen, denen sich, nach Maßgabe als Kohlehydrat- 
komplexe vorhanden sind, diesen entstammende Humine beimengen 
können. Die Beteiligung anderer Komplexe (z. B. des dem Tyrosin 
entstammenden säurelöslichen ‚Humine‘‘ nach Gortner) dürften nur 
eine nebensächliche Rolle spielen. Die Reaktion von Vorsenet kann 
sozusagen als Vorstufe der Melanoidinbildung gelten.“ ... 

Es lag also nahe, unsere in bezug auf den Tryptophangehalt des 
Globins gewonnenen Resultate durch das Studium der Melanoidin- 
bildung aus Globin zu ergänzen. [Dabei haben wir uns allerdings zu 
vergegenwärtigen, daß das Vorkommen eines Kohlehydratkomplexes 
im Globin vorherhand nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden 
kann ?)]. 


1. Versuch. 2g Globin, nach dem Ammoniakalkoholverfahren ge- 
wonnen (s. oben), wurden 6 Stunden lang unter Rückflußkühlung mit 
konzentrierter HCl hydrolysiert. Sodann wurde der größte Teil der HO 
durch Eindampfen vertrieben, der Rückstand mit konzentriertem NaOH bis 
zur schwach sauren Reaktion versetzt. Der sich dabei abscheidende feine 
Melanoidinniederschlag wurde nach Erwärmen mit dem gleichen Volumen 
Alkohol auf einem gehärteten Filter gesammelt, sorgfältig mit Wasser 
gewaschen, schließlich möglichst ohne Verluste in ein gewogenes Schälchen 
übertragen, bei 110° getrocknet und gewogen. Die Rohmelanoidinausbeute 
betrug 0,0632 g aus 2 g Globin, sonach 8,15 %. 


2. Versuch. 2,0g Globin (nach Strauss-Grützner-Glässner) wie oben 
behandelt, mit der Abweichung jedoch, daß der Melanoidinniederschlag in 
einem vorher gewogenen Goochtiegel gesammelt wurde. Melanordinausbeute 
3,8%. 


3. Versuch. Wie 2. Melanoidinausbeute 8,2 %. 


1) O. Fürth und F. Lieben, Über die Melanoidinbildung bei der Sáure- 
hydrolyse von Proteinen und ihre Abhängigkeit von Tryptophankomplexen. 
Diese Zeitschr. 116, 224, 1921. 

2) Vgl. diesbezüglich G. Mann, Chemistry of Proteids 1906, S. 164: 
„If after deducting the water, one adds together the carbon, nitrogen and 
oxygen values of the known dissociation-products of Globín, figures are 
obtained with a higher value for C and N and a lower value for O than are 
posessed by Globin. Therefore the most ready explanation seems to be, that 
one or more carbohydrate molecules are contained in the unknown radical 
(Cohnheim). 
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4. Versuch. 2,0 g Globin, aus mehrmals umkristallisiertem Hämoglobin 
nach dem Acetonpyridinverfahren gewonnen; wie 2. Melanoidinausbeute 
3,7%. 

ö. Versuch. 2,0 g Globin nach Schulz, wie 2.; Melanoidinausbeute 8,1 %. 

Es ergibt sich sonach eine Melanoidinausbeute von 


3,15 
3,2 $ Mittel 3,3% 


3,1 
in recht guter Übereinstimmung mit dem mittleren Tryptophangehalt 
des Globins (= 3,6%). Es kann dies als eine weitere Bestätigung 
der einerseits von R. A. Gortner und seinen Mitarbeitern, andererseits 
von O. Fürth und F. Lieben über das Wesen der Melanoidinbildung 
begründeten Anschauungen gelten. 


IV. Über die Tryptophanabspaltung aus Hämoglobin bzw. Globin bei der 
Verdauung. 


Da dem oben Gesagten zufolge das Hämoglobin den tryptophan- 
reichen Proteinen zugerechnet werden muß, erschien es uns nicht ohne 
Interesse, anknüpfend an die Versuche von O. Fürth und F. Lieben!), 
festzustellen, inwieweit es durch den Verdauungsvorgang gelingt, das 
Tryptophan aus dem Hämoglobin- bzw. Globinmolekül abzuspalten. 


1. Versuch. 500 ccm dialysierter Häamoglobinlösung mit einem Eiweiß- 
gehalte von 1,4% (etwa 7 g Hämoglobin mit etwa 0,25 g Tryptophan ent- 
sprechend) wurden (nach P. Rona, Abderhaldens Arbeitsmethoden 5, 1096) 
mit 500 ccm einer Phosphatpuffermischung (je 7 com Na, H PO, n/15 + 3ccm 
KH;,PO, n/15, entsprechend py = 7,146), mit 1,5 g Trypsin (Kahlbaum) und 
etwas Xylol versetzt. Nach 3 Wochen im Brutschranke wurde eine Probe 
bei stark HCl-saurer Reaktion mit Phosphorwolframsáure ausgefállt, diese 
aus dem Filtrate mit Baryt, der Barytüberschuß mit CO, entfernt und ein- 
geengt. Es ergab sich nur eine minimale, kolorimetrisch nicht bestimmbare 
Tryptophanabspaltung. 

2. Versuch. 1200 ccm einer Globinlósung nach Strauss -Grútzner (Globin- 
gehalt 2,0% mit 0,7 g Tryptophan analog wie in Versuch 1) verarbeitet. 
Auch hier nur eine minimale Tryptophanabspaltung nachweisbar. 


3. Versuch. Umkristallisiertes, sulfatfrei gewaschenes, koaguliertes 
Hämoglobin in 500 ccm einer Phosphatmischung (s. oben) suspendiert und 
mit einer hochwirksamen Trypsinlösung, die wir der Liebenswürdigkeit des 
Herrn Hofrats Prof. Ernst Freund verdankten, versetzt. Die N-Bestimmung 
im Verdauungsgemische ergab 2,34% Hämoglobin (entsprechend 0,42 g 
Tryptophan). Nach monatelanger Verdauung war nur eine Abspaltung 
freien Tryptophans, entsprechend 7,2%, der vorhandenen Gesamtmenge, 
konstatierbar. 


1) O. Fürth und F. Lieben, Über die Abspaltung des Tryptophans beim 
Verdauungsvorgange. Diese Zeitschr. 109, 153, 1920. 
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4. Versuch. Durch Anlegung einer Jejunalfistel wurde von einem Hunde 
der Darminhalt gewonnen und durch Filtration durch ein mit Kieselgur 
beschicktes Saugfilter von geformten Bestandteilen befreit. 200 ccm einer 
2 Wochen lang dialysierten Hämoglobin-Lösung (enthaltend 7,64% Hämo- 
globin) wurden mit dem Darmsafte vermischt und zur Verdauung angesetzt 
(Toluol). Nach 3tägiger Verdauung war von dem berechneten Tryptophan- 
gehalte erst 8,3%, nach einer Woche 4,4%, nach 3 Wochen 5,4% ab, 
gespalten. 

5. Versuch. 300 cem einer durch Toluolzusatz konservierten dialysierten 
Hämoglobinlösung wurden mit 30 cem filtrierten Hundedarmsaftes und nach 
5 Tagen überdies mit 15 ccm einer hochwirksamen Trypsinlösung angesetzt. 
Nach 3 Wochen ergab sich eine Tryptophanabspaltung entsprechend 18% 
der gesamten vorhandenen Menge. 

Ein Parallelversuch mit Wittepepton unter gleichen Bedingungen ergab 
schon nach 3 Tagen eine Tryptophanabspaltung von 37,7% der gesamten 
vorhandenen Trypsinmenge, was mit den Erfahrungen von Fürth und Lseben 
(l.c.) über tryptische Fibrinverdauung übereinstimmt. 

Es ergibt sich sonach, daß das Hämoglobin bzw. Globin nur schwer 
der tryptisch-ereptischen Verdauung so weit unterliegt, daß das darin 
enthaltene Tryptophan in Freiheit gesetzt wird. 


V. Tyrosingehalt des Hämoglobins und anderer Blutproteíne und seine 
Relation zum Tryptophangehalte. 

Kürzlich haben O. Fürth und W. Fleischmann!) Untersuchungen 
über den Vorgang zur Ermittlung des Tyrosingehalts von Proteinen 
mitgeteilt. Es hat sich dabei ergeben, daß die diesbezüglich auf Grund 
des gravimetrischen Verfahrens gewonnenen Werte viel zu niedrig sind, 
wohingegen das kolorimetrische Verfahren von Folin und Denis sehr 
leicht zu einer Überschätzung der tatsächlich vorhandenen Tyrosin- 
menge führt. Dagegen erwies sich eine Umgestaltung des Brom- 
addıitionsverfahrens nach Millar- Plimmer- Eaves als eine scharfe, bequeme 
und vertrauenerweckende (wenn auch derzeit noch nicht völlig ein- 
deutige) Methode zur Charakteristik von Proteinen. Etwa gleichzeitig 
ist eine Arbeit von Folin und Looney?) erschienen, welche die gesonderte 
kolorimetrische Bestimmung von Tyrosin, Tryptophan und Cystin zum 
Gegenstand hat. Diese Autoren haben neben der Säurehydrolyse auch 
die Barythydrolyse angewandt und sind zu untereinander gut über- 
einstimmenden Werten gelangt, die wesentlich höher als die gravi- 
metrischen Werte und meist niedriger als die Zahlen nach Folin und 
Denis sind. 


1) O. Fürth und W. Fleischmann, Uber die Ermittlung des Tyrosin- 
gehalts von Proteinen. Diese Zeitschr. 127, 137, 1922. 

2) O. Folin und J. M. Looney (Harvard Medical School, Boston), Colori- 
metrie Methods for the separate Determination of Tyrosine, Tryptophane 
and Cystine in Proteins. Journ. of biol. Chem. 51, 421. 1922. 
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Was nun den Tyrosingehalt des Hämoglobins betrifft, hat seinerzeit 
Abderhalden!) bei einer vollständigen Hydrolyse des kristallisierten 
Oxyhámoglobins aus Pferdeblut eine Ausbeute von 1,33%, gewonnen. 
Es erschien nunmehr wünschenswert, die neuen Methoden der Tyrosin- 
bestimmung auch auf das Hämoglobin bzw. Globin anzuwenden, da 
man, den vorliegenden Erfahrungen gemäß, erwarten mußte, daß obige 
Ausbeute vermutlich nicht der Gesamtmenge des vorhandenen Tyrosins 
entspricht. 

Ich bin in der Regel so vorgegangen, daß ich abgewogene Mengen 
des getrockneten Proteins 10 bis 12 Stunden mit der 10- bis 20fachen 
Menge konzentrierter HCl in einem langhalsigen Kjeldahlkolben hydro- 
Ivsierte, oder aber habe ich die Hydrolyse nach Folin und Looney (l. ei 
mit Ätzbaryt durchgeführt. Die Tyrosinbestimmung wurde meist 
nach dem Bromadditionsverfahren von Fürth und Fleischmann, oder 
aber auch nach einem modifizierten kolorimetrischen Diazoverfahren?) 
unseres Laboratoriums durchgeführt. 


1. Versuch. Umkristallisiertes Háamoglobin. Bromadditionsverfahren: 
Tyrosingehalt 

a) Saurehydrolyse 2,3, 2,9, 2,3, 3,1, 2,7, 3,1, 3,3, Mittel 2,8%; 

b) Barythydrolyse 3,6, 4,1, 3,9, 3,4, Mittel 3,7 %,, was auf Globin um- 
gerechnet etwa 8,9%, entsprechen würde. 

2. Versuch. Trockenes Globin (Gemenge verschiedener Darstellungen). 

a) Saurehydrolyse 2,5, 2,3, 2,2, 3,0, 3,3, 2,9%, Mittel 2,7%; 

b) Barythydrolyse 3,4, 5,5, 5,0, 4,2, Mittel 4,5 %. 

3. Versuch.  Hamoglobin. Säurehydrolyse;, Phosphorwolframsäure- 
fállung: Ein aliquoter Teil des Filtrats mit Baryt von PWS mit Na,CO, in 
Substanz von Baryt befreit, Filtrat schließlich genau mit HCl neutralisiert. 
Modifiziertes kolorimetrisches Diazoverfahren: Tyrosingehalt 4,7% 


4,70, | 4,11 %. 

4. Versuch. Globin wie in Versuch 3. Tyroeingshalt: 4,7 o, 

Da die methodischen Versuche mit diesem kolorimetrischen Ver- 
fahren noch nicht abgeschlossen sind, möchte ich den hohen Werten 
der Versuche 3 und 4 keinen besonderen Wert beilegen. Auffallend 
aber ist es, dam den Versuchen 1 und 2 die Barythydrolyse um so viel 
höhere Werte ergeben hat, wie die Säurehydrolyse. Vielleicht hängt 
dies mit der Bildung ‚‚säurelöslichen Humins‘' nach Gortner zusammen, 
das sich etwa in diesem Falle besonders reichlich gebildet haben könnte. 
Dieser Punkt bedarf noch weiterer Aufklärung. Einstweilen wäre der 
Tyrosingehalt des Globins wohl mit rund 3,5 bis 4%, zu veranschlagen. 

Der Tryptophangehall des Globins ist mit (im Mittel) 3,6%, be- 
stimmt worden. 


1) E. Abderhalden, Hydrolyse des kristallisierten Oxyhámoglobins aus 
Pferdeblut. Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 893, 1902. 
2) Noch unpublizierte Versuche von O. Fürth und W. Fleischmann. 
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Schätzen wir das Molekulargewicht des Globins auf rund 15000!) 
und stellen wir uns vor, daß 1 Molekül Globin je 3 Moleküle Tyrosin 
(M = 181) und 3 Moleküle Tryptophan (M == 204) enthalte, so würde 
dies einem Tyrosingehalt von 3,6% und einem Tryptophangehalt 
von 4,0%, entsprechen. 

Des Vergleichs wegen haben wir auch noch in einigen anderen 
Blutproteinen (Serumalbumin, Serumglobulin, Fibrin) Bestimmungen 
des Tyrosin- und Tryptophangehalts vorgenommen. 


A. Pierdeserumalbumin. 

Pferdeserum wurde durch Halbsättigung mit Ammonsulfat gefällt. 
der abgetrennte Niederschlag in Wasser gelöst und die Lösung unter 
Zusatz von wenig Essigsäure am Wasserbade koaguliert. Das Koagulum 
wurde mit heißem Wasser völlig sulfatfrei gewaschen und in feuchtem 
Zustande hydrolysiert. In einem aliquoten Teile des Hydrolysates 
wurde der N-Gehalt ermittelt. 

Tyrosin (Bromadditionsverfahren): 

a) 5,5, 5,5, 5,7, 5,9, 5,5, 5,7, Mittel 5,6%, 

boo oo oo oo... . . . Mittel 5,8%, kolorimetrisches 

Diazoverfahren 4,8 bis 5,0%. 

Tryptophan: 1,31, 1,58, 1,42, Mittel 1,41%. 

Frühere Tyrosinbestimmungen von Fürth und Fleischmann (l. c.. 
S. 147) hatten ergeben: 


Bromadditionsverfahren. . . . . 2 2 2.2. 5,0 bis 6,0% 
Folin und: Denis. = 2 2 ih e e 6,5% 
Millonverfahren . . . 2 2 2 2 En nr rn 2 2 2 0. 3,5% 
Altes kolorimetrisches Diazoverfahren . . . . 3,4 bis 4,0% 


Gravimetrische Bestimmungen frúherer Autoren hatten dagegen nur 
die viel zu kleinen Werte von 2,0 bis 2,5%, ergeben. 

Was das Tryptophan betrifft, ist dasselbe im Serumalbumin von Fürth, 
Lieben und Nobel (diese Zeitschr. 109, 146) mit 1,3% bewertet worden. 

In bezug auf die Molekulargröße des Serumalbumins liegen keine be- 
stimmten Angaben vor. Ein Tryptophangehalt von 1,3 9%, bedingt aber eine 
Molekulargröße von mindestens rund 15000. 


Auf Grund eines Gehaltes von 


Tyrosin . . a o os 5,7% 
Tryptophan. ...... 1,35 % 
Schwefel . . . 2.2... LO 95 


(vgl. Biochem. Handlexikon 1, 58) kann die molekulare Relation Trypto- 
phan : Tyrosin : Schwefel = 1: 4,8: 9,0 berechnet werden. 


1) Vgl. F. Müller in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1. 673, 1119. 
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Umgekehrt können wir berechnen, daß ein Serumalbumin mit 
einem Molekulargewicht von 15000, das je 1 Molekül Tryptophan, 
5 Moleküle Tyrosin und 5 Moleküle Cystin einschließen würde, 


Tyrosin...» 2 .2....603% 
Tryptophan. .... . . 1,36% 
Schwefel . . . .... . 213% 


enthalten müßte. Wir dürften hier also von der Wahrheit wohl nıcht 
mehr allzu weit entfernt sein. 


B. Pferdeserumglobulin. 

Aus dem Filtrate der Halbsättigung des Pferdeserums durch Voll- 
sättigung gewonnen. Im übrigen wie A behandelt. 

Tyrosin: Bromadditionsverfahren 7,1, 7,5, 6,4, 6,2, 5,7, Mittel 6,6 %,; 

Tryptophan: 4,1, 3,9, Mittel 4,0 %. | 

Folin und Looney (l. c., S. 432) haben durch Barythydrolyse aus dem 
Globulin des Rinderblutes in sehr guter Übereinstimmung mit dem Mittel 
unserer Bromadditionswerte 6,7 % Tyrosin gefunden. 

Für den Tryptophangehalt des Globulins fanden Fürth und Nobel 3, 93%. 
Fürth und Lieben 4,17, 5,20, 4,20, 3,75, 4,6, 4,1, 3,3, Mittel 4,19 % (vgl. 
diese Zeitschr. 116, 225), also auch hier wiederum volle Übereinstimmung 


Aus den Mittelwerten 


Tyro8in . . .... . . . 6,6% 
Tryptophan. ...... 4,0% 
Schwefel . . ...... 11% 


(vgl. Biochem. Handlexikon 1, 33) ergibt die molekulare Relation: 
Tryptophan : Tyrosin : Schwefel = 1: 1,8: 1,7. 

Nehmen wir (willkürlicherweise!) das Molekulargewicht des Serum- 
globulins wiederum mit 15000 an und nehmen wir z.B. an, daß ein 
Molekül dieses Proteins 3 Moleküle Tryptophan, 6 Moleküle Tyrosin 
und 3 Moleküle Cystin einschließt, so müßte es 


Tyrosin... 2.2.2.0. 124% 

Tryptophan. . . . . . . 4,08% 

Schwefel . . . .. . . . 1,24% 

enthalten. 
C. Fibrin. 

Die Tyrosinbestimmung ergab nach HCl-Hydrolyse . . . 4,9% 
oe 5 vn Barythydrolyse . . . 6,4% 
Fürth und Fleischmann: Bromadditionsverfahren a e AO 
O ds Millonverfahren . . ..... 4,0% 
Diazokolorimetrie. . . . . . . 4,4 % 
Folin und Looney: Sáurehydrolyse . . . . . .. Dad Die 
be, "` ER Barythydrolyse . . . ...... . 6,5 % 


Mittel 5,8 % 
Das Mittel der Tryptophanbestimmungen (Fürth und Lieben) 
= 5,3%. | 


SCH U. Kiyotaki: 


Aus den Mittelwerten 


Tyrosin»: =: #8 AEN 5,3% 
Tryptophan `, ...... 5,3% 
Schwefel . . ...... 1,1% 


ergibt sich die molekulare Relation 
Tryptophan : Tyrosin : Schwefel = 1: 1,1: 1,3. 
Falls ein Fibrinmolekül die Molekulargröße 15000 hätte und 
4 Moleküle Tryptophan, 4 Moleküle Tyrosin und 2 Moleküle Cystin 
einschließen würde, müßte es die Zusammensetzung: 


LION o A, 20 er AR 4,83% 
Tryptophan. ...... 544 % 
Schwefel . .. 2.2... 0,86% 


aufweisen. 

Sollten also die vorstehenden Rechnungen zugrunde gelegten 
Zahlen durch die weitere Forschungsarbeit annähernd verifiziert werden, 
so würde daraus hervorgehen, daß auf je 1 Molekül Tryptophan 


im Globin ...... je 1 Molekül Tyrosin, 
„ Serumalbumin . . . „5 g Ae 

„ Serumglobulin . . . ,, 2 H = 

„ Fibrin....... De | 


entfallen dürften. 

Daß die hier mitgeteilten Relationen noch weit davon entfernt 
sind, als definitive gelten zu dürfen, bedarf wohl keiner besonderen 
Erwähnung. 

Zusammenfassung. 


1. Der Tryptophangehalt des Globtns ist durch Untersuchung einer 
großen Zahl nach verschiedenen Darstellungsmethoden gewonnener 
Präparate (nach F. N. Schulz, T. B. Robertson, Strauß-Grützner-Gläsner, 
ferner nach einem Ammoniak-Alkohol- und einem Aceton-Pyridin- 
verfahren sowie durch Kombinationen dieser Darstellungsmethoden) 
nach dem kolorimetrischen auf der Voisenetreaktion basierenden Ver- 
fahren von Fürth und Lieben mit im Mittel 3,6%, ermittelt worden. 

2. Es ergab sich dabei die Erfahrung, daß die genannte Methode, 
sobald die Eiweißkonzentration in den zu untersuchenden Lösungen 
unter einer gewissen Grenze bleibt, nicht nur viel zu kleine Werte gibt. 
sondern daß die Farbenreaktion unter Umständen vollständig aus- 
bleibt. Die Unkenntnis dieser Tatsache hat Fürth und Lieben zu der 
irrigen Meinung veranlaßt, daß das Hämoglobin bzw. Globin ein tryp- 
tophanfreies Protein sei. 

3. In Übereinstimmung mit der Annahme Gortners sowie von 
Fürth und Lieben, daß das bei der Säurehydrolyse von Proteinen auf- 
tretende säureunlösliche Melanoidin (insoweit nicht Kohlehydrat- 
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komplexe in Betracht kommen) auf umgewandeltes Tryptophan zu 
beziehen sei, wurde bei der Säurehydrolyse verschiedener Globin- 
präparate eine Melanoidinausbeute von im Mittel 3,3%, gewonnen. 
4. Das Hämoglobin bzw. Globin unterliegt nur schwer der iryptisch- 
ereptischen Verdauung in einem solchen Ausmaße, daß das darin ent- 
haltene Tryptophan in Freiheit gesetzt wird. Die Maximalausbeute 
betrug bei der Kombination der Einwirkung eines Hundedarmsaftes 
und eines hochwirksamen Trypsin-Präparates im Laufe von 3 Wochen 
nur 18%, der gesamten vorhandenen Tryptophanmenge. 

5. Der Tyrosingehalt des Globins wurde nach dem Bromadditions- 
verfahren von Fürth und Fleischmann (Modifikation des Vorganges 
von Millar- Plimmer-Eaves) und unter Anwendung der Barythydrolyse 
nach Folin-Looney auf 3,5 bis 4%, veranschlagt (gegenüber der gravi- 
metrischen Ausbeute von 1,3%). 

6. Weitere Tyrosin- und Tryptophanbestimmungen in anderen 
Blutproteinen ergaben im Mittel für das 


Tyrosin Tryptophan 
Serumalbumin . . . . 5,7% 1,4 % 
Serumglobulin . . . . 6,6% 40% 
Fibrin css 5,3% (5,3) % 


7. Falls weitere Untersuchungen die annähernde Richtigkeit 
dieser Zahlen sicherstellen sollten, würde sich daraus ergeben, daß, je 
einem Molekül Tryptophan entsprechend, das Molekül des Globus 
und Fibrins je 1 Molekül Tyrosin, das Serumglobulin 2 Moleküle, das 
Serumalbumin aber 5 Moluküle Tyrosin enthalten dürfte. 


Über‘ eine Vereinfachung in der Herstellung eines 
Ureasetrockenferments, dessen Wirksamkeit und Eigenschaften. 


Von 
Giovanni Revoltella (Venedig). 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Institute 
der Wiener Universität.) 


( Eingegangen am 4. September 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Im Verlaufe von (zurzeit noch nicht abgeschlossenen) Unter- 
suchungen, welche den Stoffwechsel während der Schwangerschaft 
und des Wochenbettes betreffen, bin ich oft in die Lage gekommen, 
Oxyproteinsáurebestimmungen nach dem Verfahren von Otto v. Fürth!) 
auszufúhren und dabei grófere Harnmengen mit Hilfe von Urease 
zu vergären. Dabei ergab sich das dringende Bedürfnis, dieses Ferment 
in Form eines haltbaren Trockenpräparats darzustellen. Da sich die 
bisher mitgeteilten Methoden als viel zu zeitraubend und kostspielig 
erwiesen haben, bin ich daran gegangen, das Darsiellungsverfahren des 
Trockenferments zu vereinfachen, und möge es mir gestattet sein, 
meine diesbezüglichen Erfahrungen mitzuteilen. 

Hinsichtlich der Eigenschaften des Ureaseferments im allgemeinen 
verweise ich auf das Werk Oppenheimers?) und beschränke mich im 
folgenden darauf, jene Literaturangaben, welche die Herstellung eines 
Trockenferments betreffen, kurz anzuführen. 

Musculus?) versetzte einen dickflüssigen, schleimigen, ammoniakalischen 
Cystitisharn mit Alkohol. Der dabei entstandene ureasehaltige Niederschlag 
wurde schnell abfiltriert, mit Äther gewaschen und getrocknet. 


Lea *) isolierte aus Torula Ureae ein ätherlösliches Pulver, das Harngärung 
bewirkte. Shibata’) kultivierte Aspergillus niger in Peptonzuckernährlösung 


1) Otto v. Fürth, Über ein vereinfachtes Verfahren zur Bestimmung der 
Oxyproteinsáurenfraktion im Harne. Diese Zeitschr. 69, 1915. 

2) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1, 1913. 

3) Musculus, Über die Gárung des Harnstoffs. Pflügers Archiv 12, 
214, 1874. 

t) Lea, Einige Bemerkungen über die Isolierung einer löslichen Urease. 
Journ. of Physiol. 6, 136, 1895. 

5) Shibata, Über das Vorkommen von Amide spaltenden Enzymen bei 
Pilzen. Hofmeisters Beiträge z. chem. Phys. 5, 384, 1904. 


| 
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und hob nach 3 bis 5 wöchiger Kulturdauer die Myzelmassen ab, die 
durch einen Wasserstrom von den Konidien befreit, durch Pressen entwässert 
und zu einem groben Pulver zerrieben wurden. Dieses wurde mehrmals 
mit dem mehrfachen Volumen Aceton umgerührt. Die vom Aceton ab- 
filtrierte Pilzsubstanz, die abgepreßt, filtriert, mit Äther mehrmals gewaschen 
und schließlich getrocknet wurde, zerrieb er zu pinem feinen Pulver. 
Zemplén!) stellte aus frischen Samen von Paptlionageen durch Zermahlen 
ein Pulver her und benutzte es direkt zu seinen Versychen. D. D. van Slyke 
und G. Zacharias?) u. a. haben das in dem Sojabohnenmehl enthaltene Ferment 
gewonnen, indem ein Sojabohnenextrakt sofort zentrifugiert oder filtriert 
und mit 10 Teilen Aceton versetzt wurde. Dieses Ferment stellte ein wasser- 
lösliches, sehr wirksames Pulver dar. M. Jacoby und Sugga?) benutzten, 
wie die oben genannten Forscher, die Sojabohnen, indem sie das fein- 
gemahlene Bohnenmehl mit Petroläther extrahierten. Zu diesem Zweck 
wurde das Mehl in eine große Nutsche geschüttet, mit Petroläther begossen, 
welcher nach einer Stunde abgesaugt wurde. Dieser Vorgang wurde sechsmal 
wiederholt. Das getrocknete Mehl wurde mit dem fünffachen Volumen 
Wasser 16 bis 24 Stunden in einen Eisschrank gestellt. Die überstehende 
milchartige Flüssigkeit wurde in Schalen mit flachem Boden gegossen und 
bei niederer 'Temperatur getrocknet. Es resultierte ein hornartiger Rück- 
stand, der durch Behandlung mit Alkohol größtenteils seine Löslichkeit 
einbüßte. 

Dies wären in Kürze die Methoden, welche zur Gewinnung eines 
Ureasetrockenferments führen. Obwohl ich nicht Gelegenheit hatte, 
diese Methoden einer ausführlichen Beurteilung zu unterziehen, scheint 
es mir doch, daß sie für die heutigen, an Zeit und Geld armen Zeiten 
nicht recht geeignet sind; besonders wenn man bedenkt, daß einerseits 
dazu Apparate nötig sind, die in den Kliniken, Spitälern und Privat- 
anstalten vielfach nicht zur Verfügung stehen, daß sie andererseits 
einen großen Aufwand an Zeit und kostspieligen Chemikalien (Äther, 
Aceton, Petroläther usw.) erfordern. 

Auf Grund dieser Erwägung haben wir uns bemüht, zur Her- 
stellung eines Trockenureaseferments eine einfachere Methode aus- 
findig zu machen, welche infolge ihrer Einfachheit, Billigkeit und 
Schnelligkeit in jedem Laboratorium Verwendung finden kann. 


2. Herstellung des Ferments. 


Zur Herstellung des Ferments empfehlen wir folgendes Ver- 
fahren, das wir in einer Reihe von Versuchen als zweckmäßig befunden 
haben. 200g Sojabohnen werden fein gemahlen und nach Bedarf 
in einem Mörser zu feinstem Pulver gestoßen. Das Mehl wird in einem 
Becherglas mit einem Liter Wasser übergossen und 5 bis 6 Stunden 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit wird die über dem Mehlpulver stehende 


1) Zemplen, Über die Verbreitung der Urease bei höheren Pflanzen. 
Zeitschr. f. phys. Chem. 79, 229, 1912. 

2) D D. van Slyke und @. Zacharias, Journ. of Biol. Chem. 19, 561, 1913. 

3) M. Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 116, 1915. 
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Flüssigkeit abfiltriert. Damit die Filtration rascher vor sich gehe — 
was in den warmen Sommermonaten wegen der leichten Fäulnisbildung 
von größter Bedeutung ist —, empfiehlt sich die Verwendung einer 
Saugpumpe. ‘Der filtrierten Flüssigkeit, welche milchig getrübt und 
ziemlich dickflüssig ist, wird sofort so viel 96proz. Alkohol zugesetzt, 
bis die Menge des ausfallenden Niederschlags nicht mehr zunimmt. 
Nach unserer Erfahrung benötigt man bei einer Menge von 200 g Soja- 
bohnen ungefähr 400 ccm Alkohol. Nach dem Absetzen des Nieder- 
schlags wird filtriert oder besser wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Eiweißes zentrifugiert. Der auf dem Filter verbleibende Nieder- 
schlag (bzw. Bodensatz) wird in eine Reibschale übertragen und, um 
ein langsames Trocknen zu erzielen, mit einem Tuche bedeckt. Der 
Niederschlag wird so lange getrocknet, bis er unter allmählichem Zusatz 
von 80 g fein gestoßenem Milchzucker eine teigartige Konsistenz an- 
genommen hat und nicht mehr an den Wänden der Reibschale klebt. 
Unter Zuhilfenahme eines Lufttrockenapparates!) oder, in Ermangelung 
eines solchen, eines Ventilators, wird rasch getrocknet, wobei durch 
öfteres Verrühren auf vollständige Trocknung besonders Bedacht zu 
- nehmen ist. Das sorgfältig zerriebene Zuckerfermentpulver wird nun 
gewogen und noch so viel feingeriebener Milchzucker zugesetzt, daß 
ein Gesamtgewicht von 100 g resultiert. Daß nunmehr fertige, völlig 
trockene, staubfreie Ferment wird in ein Pulverglas geschüttet und 
trocken aufbewahrt. R 

Auf Grund unserer Untersuchungen haben wir das Verhältnis 
von Zucker zu Sojabohnen mit 1:2 als das geeignetste gefunden. 
Bei dieser Gelegenheit möchte ich noch bemerken, daß es nach unserer 
Meinung angebracht wäre, in den Tabellen betreffend Ureaseunter- 
suchungen, neben der Menge des verwendeten Ferments, wie es bisher 
nur geschah, auch die Menge von Sojabohnen anzuführen, die dem 
Ferment entspricht, damit es möglich wäre, einen Vergleich hinsichtlich 
der Wirksamkeit der verschiedenen Fermente durchzuführen. 

Das nach unserem Vorschlag hergestellte Trockenferment ist von 
den gewöhnlichen Schwankungen der Zimmertemperatur, von Be- 
lichtung und vielen anderen Einflüssen, wie wir sehen werden, praktisch 
unabhängig, wenn es absolut trocken aufbewahrt wird. Auch das 
Altern des Ferments hat während 6 Monaten keine Abschwächung 
der Wirksamkeit hervorgerufen. | 

Wir machen noch darauf aufmerksam, daß die Qualität der ver- 
wendeten Sojabohnen, wie wir auf Grund unserer Versuche festgestellt 
haben, von weitgehendem Einfluß auf die Wirksamkeit des Fer- 
ments ist. 


1) Wir haben den Faustschen Abdampfapparat verwendet. 
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8. Untersuchungen über die Wirkung des Ferments. 
A. Wirkung des Ferments. 


Um Wiederholungen zu vermeiden, wollen wir kurz vorausschicken, 
unter welchen Bedingungen alle unsere Versuche ausgeführt worden sind. 
Alle Proben (mit Ausnahme Tabelle II) wurden mit einem Gemenge 
von 10 ccm lOproz. Harnstoff mit 190 ccm destilliertem Wasser vor- 
genommen. Die einzelnen Bestimmungen mit je 10 ccm obiger Lösung 
unter Zusatz einiger Tropfen Methylorange als Indikator. Alle Proben 
wurden in den Brutschrank bei 37° gestellt und unter Toluol gehalten. 
Ging die Vergärung nicht weiter, so wurde mit der gleichen Menge 
destillierten Wassers verdünnt!) und nach Zusatz von einer neuen 
Fermentmenge die Bestimmung in 20 ccm durchgeführt. 

In den Tabellen haben wir statt der Menge der zur Titration ver- 
wendeten Säure sofort einerseits die Menge des vergorenen Harnstoffs, 
andererseits die Zahl angeführt, welche angibt, wieviel Prozent der 
ursprünglich vorhandenen Harnstoffmenge vergoren worden sind. 





MA LE 48 72 
Stunden 


Abb. 1. Reaktionsverlauf. 
mit 0,25 g Ferment 


EE E ” 15 g D 
e... ... = 30 g š 


Tabelle I läßt die Wirksamkeit des Ferments und die Wirkung 
bei steigender Menge desselben ersehen. 

In der ersten Rubrik findet man die Menge der Trockenurease, 
in der zweiten die entsprechende Menge der Sojabohnen in Grammen. 
In den folgenden Rubriken unter den verschiedenen Zeiten die nach 
diesen gefundenen Mengen von vergorenem Harnstoff. Sofort ersieht 
man aus der Tabelle das Verhältnis zwischen der Menge der Trocken- 
urease und der Reaktionsgeschwindigkeit. Je höher die Menge der 
Trockenurease steigt, desto rascher geht die Vergärung des Harnstoffs 





1) Vgl. O. v. Fürth, 1. c. 
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vor sich. In der ersten Versuchsreihe z. B. hat eine Menge von 0,25 g 
Ferment 87 Y, Harnstoff nach 24 Stunden vergoren, während in den 
folgenden Versuchen die Umwandlung rascher vor sich ging. So wurde 
dieser Effekt bei Reihe 4 nach 7 Stunden, bei Reihe 7 schon nach 
4 Stunden erreicht. Das oben erwähnte Verhältnis läßt sich mit Leichtig- 
keit aus der graphischen Darstellung (Abb. 1) entnehmen. 

Über die Tatsache, daß in keinem der Fälle die Gesamtmenge des 
angewandten Harnstoffs umgewandelt worden ist, wollen wir vorerst noch 
nicht sprechen, weil unsere diesbezüglichen Versuche noch nicht ab- 
geschlossen sind. 

Wir erwähnen nur, daß die wirksame Enzymmenge sich im Laufe der 
Zeit ándert?), indem diese vielleicht durch die gebildeten Produkte in irgend- 
welcher Weise anderwärts gebunden oder vielleicht selbst teilweise zersetzt 
wird, was uns das Sinken der gefundenen Werte von Ammoniumcarbonat — 
abgesehen von dem Gesetze der Massenwirkung — erklärlich erscheinen 
ließe. Da die Abnahme in unseren Versuchen einigermaßen konstant ist, 
glauben wir, daß es möglich wäre, eine der Menge der Trockenurease und der 
Zeit entsprechende Korrektur anzubringen. 

Diese Abnahme der Wirkung von Fermenten in wässeriger Lösung 
wurde auch von vielen anderen Beobachtern?) bemerkt und erörtert. 

Analoge Resultate wie in der Tabelle I finden wir in der folgenden 
Tabelle II. 

Bei diesen Versuchen wurden statt 10 ccm einer 1Oproz. Harnstoff- 
lösung 20 ccm derselben verwendet, um die Untersuchung bei einem 
Überschuß von Substrat durchführen zu können. 

Auch die entsprechenden Kurven zeigen einen ähnlichen Verlauf 
wie in Abb. 1. 

B. Kinetik der Reaktion. 


Aus unseren Versuchsprotokollen, deren Resultate in den Tabellen I 
und II zum Teil zusammengestellt sind, kann man ersehen, daß der 
Verlauf des Gárungsprozesses, wie ja auch andere?) bei anderen Fer- 
menten gefunden haben, während der ganzen Dauer des Versuches 
nicht nach denselben Gesetzen vor sich geht. So finden wir, daß zu 
Beginn und am Ende des Spaltungsprozesses der Verlauf keinem ein- 
fachen Gesetze unterliegt, während in der Zwischenzeit die Gleichung 


l c 
SE Dos 
gilt, die Reaktion also eine unimolekulare oder erster Ordnung ist. 
In obiger Formel bedeutet k die Reaktionskonstante, t die ab- 
gelaufene Zeit, c die Konzentration des Substrats zu Beginn des Pro- 


zesses und x die in der Zeit £ umgewandelte Substratmenge. 


1) Hedin, Phys. Chem. 1915, $. 157. 
2) Oppenheimer, Die Fermente 1, 60, 1913. 
3) Vel. Fodor, 1. c., S. 120, 1922. 
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Die für diese Zwischenzeit erhaltenen Werte von k sind, wie aus 
Tabelle III zu entnehmen ist, nahezu die gleichen. 

So finden wir in der ersten Versuchsreihe aus Tabelle I, abgesehen 
vom ersten Wert, dessen Abweichung wir oben angedeutet haben, 
daß die Werte für k vom Durchschnittswert 0,0004812 wenig ab- 
weichen. Dasselbe finden wir für die anderen beiden Versuchsreihen. 
Eine vollständige Bestätigung des Massenwirkungsgesetzes gibt uns 
Versuchsreihe 1, Tabelle II. 

Stellen wir z. B. die bei unseren Versuchen gefundenen Werte für k 
den von Wilhelmy!) bei Inversion des Rohrzuckers gefundenen gegenüber, 
so sehen wir, daß die Schwankungen bei unseren Versuchen viel geringer 
waren als bei Wilhelmy, wir also mit vollem Recht die Gesetzmäßigkeit der 
Reaktion nach obiger Gleichung von k behaupten können, natürlich unter 
obiger Einschränkung. 


| Peret e ná Alia EN C—A 
wert von k von k von k 


NA EE 
GA 0,001 3% 390 | 0,001 499 eg 0,000 109 | 0,001 1001321 | 10,000 0 069 
Revoltella | 0,000 1895 | 0,000 196 4 |+ 0,000 006 9 0,000 182 8 |— 0,000 0067 











Tabelle III. 
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| EEE | 
Ä 60 | 2,0 1,964 0,00790 | 0,00013] 5 ? 
| 180 | 2,0 1,850 | 0,03386 | 0,0001881 | 
300 2, 1,748 | 0,05849 | 0,000 1950 ' 
Tab. 2 0,25 420 | 2,0 1,676 | 0,07676 ' 0,0001828 }0,0001895 
540 2, 1,592 | 0,09904 | 0,0001835 
660 2,0 1,484 | 0,12960 0,000 1964 | 
bso = 1,418 | 0,14935 0,0001915 ` 
| 60 2,0 1,766 | 0,23013 0,0009007 ? 
| 180 , 2,0 1,340 | 0,17393 | 0,0009662 
e 300 | 2,0 0,848 | 0,47263 | 0,0012421 
Tab pn | 30 || 420 20 0,716 | 0,44612 | 0,0010622 |?0,001153 
540 | 2,0 0,440 | 0,65758 | 0,0012177 
660 2,0 0,314 | 0,80410 | 0,0012183 
780 | 2,0 0,224 0,95078 | 0,0012190 
60 1,0 0,045 |0,955 | 0,02000 | 0,0003333? 
180 1,0 0,180 | 0,820 | 0,08619 | 0,0004788 ` 
i 300 ' 1,0 0,294 0,706. 0,15120 | 0,0005040 
Tab. 1 025). 420 1.0 | 0,360 | 0,640 0,19382 | 0,0004640 '|}0,0004812 
| 540 , 1,0 0,438 |0,562 | 0,25026 0,0004635 | 
| 660 | 1,0 '0,510 0,490 | 0,30980 | 0,0004694 
780 1,0 0,600 , 0,400 0,39794 | 0,0005101 . 





1) Fodor, Fermentproblem 1922, S. 96. 
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Die Reaktionskinetik der Urease, deren genaueres Studium außerhalb 
des Rahmens dieser Abhandlung liegt, ist von verschiedenen Seiten her 
erörtert worden; in jüngster Zeit durch E. Yamasaki!), der die kinetischen 
Gleichungen entwickelt und die Geschwindigkeitskonstanten für zwei 
Reaktionsstufen ermittelt hat. Leider habe ich von dieser Abhandlung nur 
durch ein Referat Kenntnis erhalten. 

J. T. Groll?) schloß aus seinen Versuchen, daß die Abnahme der Wirk- 
samkeit einer Ureaselösung nicht glatt dem Gange einer monomolekularen 
Reaktion folgt, daß sich vielmehr bei der Selbstzersetzung des Ferments 
zwei Phänomene abspielen: Fine irreversible, meist monomolekulare 
chemische Zersetzung und, einer Sinusoide folgend, abwechselnde Zunahme 
und Abnahme der Stärke der jederzeit noch vorhandenen Fermentstärke. 

Dagegen vermochten H. v. Euler und G. Brandting®) keinerlei Anhalts- 
punkte für eine Periodizität der Ureasewirkung zu finden. 

H. P. Barendrecht*), der die Reaktionskinetik der Urease eingehend 
studiert hat, behauptet die Synthese von Harnstoff durch Urease, doch 
sind seine Resultate durch Th. J. F. Mattar5) nicht bestätigt worden. 


C. Äußere Einflüsse auf Haltbarkeit und Wirksamkeit des Ferments. 
a) Temperatur. 


Zweck dieser Versuche war, festzustellen, ob und wieweit die 
Temperatur Einfluß auf die Wirkung des Fermentes übt. Das Resultat 
ist in den folgenden Tabellen niedergelegt. 

Ein Vergleich der Tabelle IV ergibt zwar, daß die Vergärung 
im Brutschrank rascher vor sich geht, doch sind die Unterschiede 
nicht zu groß, so daß wir die gewöhnlichen klinischen Untersuchungen 
ruhig auch ohne den ja nicht immer zur Verfügung stehenden Brut- 
schrank durchführen können. 

Auch aus der folgenden graphischen Darstellung (Abb. 2) ist dies zu 
ersehen. 


Über den Einfluß höherer Temperaturen auf die Trockenurease 
gibt Tabelle V Aufschluß. Die Dauer der Einwirkung der in der letzten 


1) E. Yamasaki, Über die chemische Kinetik der Urease. Science 
Reports of the Tohoku imp. University 9, 97, 1920; Chem. Zentralbl. 1921, 
S. 157. 

1) J. T. Groll (Amsterdam), Periodische Erscheinungen bei Fermenten 
als Folge ihrer kolloiden Beschaffenheit. Kolloid-Zeitschr. 21, 138, 1917. 

3) H. v. Euler und G. Brandting, Verlauf der Harnstoffspaltung durch 
Urease. Diese Zeitschr. 97, 113, 1919. 

4) C. P. Barendrecht, Urease und die Strahlungsenergie der Enzym- 
wirkung. Konickl. Akad. van Wetensch. Amsterdam 28, 23, 1919; Chem. 
Zentralbl. 1, 89, 1920. Die direkte Synthese des Harnstoffs durch Urease. 
Rec. trav. chim. des Pays-Bas, 89, 603, 1920; Chem. Zentralbl. 8, 113, 1921. 

5) Th. J. F. Mattar, Ist die direkte Synthese des Harnstoffs unter dem 
Einfluß von Urease möglich ? Rec. trav. chim. des Pay-Bas, 89, 495, 1920; 
Chem. Zentralbl. 3, 113, 1921. 
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Rubrik angeführten Temperatur, welche durch einen Thermoregulator 
konstant gehalten wurde, betrug 2 Stunden. 

Daß die Wirkung des Ferments in der Versuchsreihe 1 und 2 
obiger Tabelle nur wenig beeintráchtigt wurde, kann uns mit Riicksicht 
auf die Arbeiten von Salkowski*), der Pankreasextrakt im trockenen 
Zustande ohne Schádigung der Wirkung einer Temperatur von úber 
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Abb. 2. Reaktionsverlauf. 
bei Zimmertemperatur, 
EELER » Brutschranktemperatur. 





100° aussetzte, nicht wundern?). Die Wirkung der Trockenurease 
wurde nur verzögert, die Vergärung jedoch fast vollständig durch- 
geführt. Eine Beeinträchtigung erfolgte bei Versuch 3, zu welchem 
die Trockenurease einer Temperatur von 95° ausgesetzt worden war. 


b) Verdünnung. 
Den Einfluß der Verdünnung beim Versuch läßt Tabelle VI ersehen. 


Tabelle VI. 
Harnstoff 1,0 g. 














| Trockene | Sojas | NacbIStd. ,  Nach3Std.  Nach7Std. ` Nach 24Std. 
Nr. , ferment | bohnen -- — —_—o=o| -—- - ne 
A E B | H | oa, E g | di R | "Th | g Ei HN u 


A. Halbverdünnte Proben. 
92,4 

















1 [ 10 | 20 9,0 0,288! 28,8 | 0,516] 51,6 0,924 

21 20 | 40 ap | 15,0 0,456 | 45,6 0,786 78.8 10,936 93,6 

3! 30 | 60 ¡0,18 18,0! 0,474! 47,4 (ëng 85,8 | 0,936 | 93,6 
B. Unverdünnte Proben. 

1' 10 | 2,0 8,4 ; 0.270] 27,0 ['0,498| 49,8 |10,918| 91,8 

2 20. | 4,0 0,120) 12,0 10,384! 38,4 ,0,666| 66,6 0,936 | 93,6 

3 30 | 60 10,150, 15,0 0,390 39,0 0,744| 74,4 0,93 93,0 








1) Salkowski, Über das Verh. des Pankreasf. b. d. Erhitzen. Virch. 
Arch. 70, 158, 1877. 
2) Oppenheim, Fermente 1913, S. 61. 
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Der Verlauf der Reaktion in verdünnter Lösung ist nach unserer 
Erfahrung in der Weise von der Verdünnung abhängig, daß, je größer 


diese, desto größer die Menge 

THEE des umgewandelten Harn- 
RW 

E 








stoffs in der Zeiteinheit ist. 

Auf ähnliches hat- auch 
Hedin!) verwiesen, der fand, 
daß bei größeren Mengen 
Rohrzucker die Menge des 
umgesetzten Zuckers mit der 
Verdünnung zunimmt. 

Dies ist auch aus der 
graphischen Darstellung zu 






E 
Hrn 
ri Dr 





10 12 M 16 18 20 22 24 
o entnehmen. 
Abb.3. Reaktionsverlauf. c) Licht. 
in verdünnter Lösung, 2 e 
- ----= in unverdünnter Lösung. Die Abschwächung der 


Wirkung der Trockenurease, 
welche durch 10 Stunden der Sonnenbestrablung ausgesetzt war, 
veranschaulicht Tabelle VII. Die Bestrahlung wurde im Juli immer 
in der Zeit von 10 bis 1 Uhr vorgenommen. 


Tabelle VII. 
Harnstoff 1,0 g. 



































| Trockene | Sojsbohnen j Nach 1 Std. M Nach 3Std. i Nach 7Std. 
Nr. erment — 
| | 
4 1,0 | 20 014 ep 11,4 e Seen 5 27,0 7 0,54 Jee 0 
2! 20 40.0114 114 || 0318 . 318 ¡ 062% 624 
— — 
u Trockene | Sojabohnen | Nach9Std. A Nach 13Std. |; Nach en 











| = E A Ma 
1j Lo | 20 062 | 624 0,786 | 78,6 6| 0,924 | 924 
2. 20 4,0 0,732 | 732 | 0,87 , 870 ; 0,93 930 
Ob die Beeinträchtigung der Wirkung auf die ultravioletten 
Strahlen zurückzuführen ist, wie Schmidt-Nielsen?) für Lab, Jodlbauer 
und Tappeiner?) für das Invertin festgestellt haben, können wir nicht 


sagen; jedenfalls empfiehlt es sich, die Trockenurease vor date Licht- 
einflüssen zu schützen. 


1) Hedin, Grundzüge der Phys. Chem. 1915, $. 154. 
2) Schmidt-Nielsen, Hofmeisters Beitr. 5, 355, 1904; 8, 481, 1906. 
8) Tappeiner, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 87, 373, 1906. 
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d) Radiumstrahlen. 


Eine 6 Stunden lang dauernde Einwirkung von 100 mg Radium 
auf die Trockenurease hatte keine Änderung ihrer Wirkung zur Folge. 

In der folgenden gra- 
phischen Darstellung (Abb. 4) 
finden wir den Verlauf bei 
Einflüssen von Licht, Tem- 
peratur und Radiumbestrah- 
lung im Vergleich zum nor- 
malen Verlauf übersichtlich 
dargestellt. 


4. Löslicher Stickstoff. 


Wir haben auch unter- 
sucht, ob und wieviel Stick- 














stoff aus der Trockenurease Abb. 4. Reaktionsverlauf. 
S ! Ferment normal, 
während der Reaktionsdauer _.-.-.-. „ nach Radiumbestrablung, 
in Lósung úbergeht. Und Ee ` » Sonnenbestrablung, 
ETETETT d Einwirkung der Temperatur 
haben gefunden: bei 950C. 
Tabelle VIII. 
8 
Trockenurease | Sojabobnen A e E u 1 N ungelöst i 
SE sg lb tos lv 
a S = Der L | | 
Se TI SC 0,625 0,084 | 13,5 | 0,536 | 86,5 





Da sich unsere Untersuchungen hauptsächlich mit der Bestimmung 
der Oxyproteinsäuren befaßten, suchten wir festzustellen, ob unsere 
Trockenurease die gefundenen Werte für erstere beeinflussen. Zu diesem 
Zweck wurden große Mengen von Trockenurease nach der Methode 
von Otto v. Fürth behandelt, ergaben aber einen absolut negativen 
Wert für die Oxyproteinsäurefraktion. 


5. Harnstoffbestimmung im Harn. 


Zum Schluß wollen wir noch in Kürze jenen Vorgang mitteilen, der 
sich bei Verwendung unserer Trockenurease als vorteilhaft zur Harnstoff- 
bestimmung erwiesen hat. 

30 ccm Harn werden in einen Kolben von 200 cem Inhalt gebracht. 
und mit 30 ccm destillierten Wassers versetzt. In 10 ccm dieser Lösung 
(=5cem Harn) wird die Alkaleszenz gegen Methylorange als Indikator 
mit n/10 H,SO, festgestellt. Zu der übrig bleibenden Lösung von 50 ccm 
werden l g Trockenurease zugefügt, dieselbe leicht geschüttelt und nach 
Zusatz von so viel Toluol, daß die Lösung mit einer dünnen Schicht bedeckt 
wird, in den Brutschrank gestellt und dort bei 37° über Nacht stehen gelassen. 
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Am nächsten Tage wird wie oben durch Titration die gebildete Ve 
Ammoniumcarbonat festgestellt. Um die Gewähr zu haben, daß die Ve 
gärung des Harnstoffs vollständig ist, wird die noch vorhandene Li 
mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers verdünnt und noch | 
Trockenurease zugesetzt. Nach Ablauf von weiteren 3 bis 4 Stunden e 
nochmals eine Titration (in 20 ccm) ausgeführt und mit dem vorigen Wa 


verglichen. Stimmen die beiden Werte überein, so war die Spaltung s 
beim ersten Male vollendet. 


Die Menge des umgewandelten Harnstoffs in Gramm in 5 ccm 
findet man, indem man die um die zuerst festgestellte Nativalkaleza 
verminderte Anzahl Kubikzentimeter n/10 H,SO, mit 0,003 multiplize 


Zusammenfassung. 


Aus unseren Ausführungen ist zu ersehen, daß die nach dee 
Verfahren hergestellte Trockenurease in bezug auf ihre Verwendbare 
infolge der Einfachheit, Billigkeit und geringen Dauer ihrer Herstell 
allen Anforderungen der Praxis entspricht und mit Leichtigkeit übers 
verwendet werden kann. Andererseits haben wir auf Grund unem 
Versuche gezeigt, daß die Wirkung der nach diesem Verfahren he 
gestellten Trockenurease in keiner Weise der anderer Fermente na 
steht. Die äußeren Einflüsse auf die Wirksamkeit der Trockenures 
sind praktisch nur gering (z. B. gewöhnliche Temperatur, Licht). se 
daß wir sagen können, daß wir von diesen Faktoren in weitem Mabe 
unabhängig sind, also auch dadurch die allgemeine Anwendbarkeé 
der Trockenurease nicht beeinträchtigt wird. 

Der zum Schluß angeführte Vorgang bei der Harnstoffbestimmun 


im Harn setzt uns in die Lage, eine solche mit Hilfe der Trockenures® 
rasch und sicher durchführen zu können. 


Beiträge zur Methodik Ä | 
E , Jer Aminosáuren- und Ammoniakbestimmung unter Verwendung 
j eines Destillationskontrollapparates. 
Von 
Giovanni Revoltella (Venedig). 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 4. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Als die geeignetste, einfachste und genaueste Methode zur Be- 
- stimmung der Aminosäuren im Harn hat sich die Methode von Henriques 
.. und Sörensen!) erwiesen. Bei der praktischen Verwendung derselben 
. hat sich jedoch der Pigmentgehalt des Harns vielfach als im hohen 
: Grade störend herausgestellt. 


Sörensen selbst hat zur Behebung dieser Störung die Entfärbung des 
Harns mit n/3 AgNO,-Lösung angegeben. Auch ist?) empfohlen worden, 
die Vergleichslösung mit Tropäolin 0, Tropäolin 00 und Bismarckbraun zu 
färben; und zwar sollten Lösungen dieser Farbstoffe tropfenweise so lange 
der Vergleichslösung zugefügt werden, bis diese die Farbe des zu unter- 
suchenden Harns angenommen hat. Fritz Falk und Oswald Hesky*) haben 
Entfärbung des Harns als nicht notwendig gefunden, mußten jedoch 
zugeben, daß bei stärkeren Färbungen die Titration unmöglich war und 
diese erst nach längerer Übung möglich geworden sei (!). 

Die Möglichkeit, die Färbung der Vergleichslösung mit dem so ver- 
schieden gefärbten Harn in Einklang zu bringen, halten wir praktisch für 
ausgeschlossen. Die Entfärbung des Harns, wie sie Sörensen und andere 
vorschlagen, ist erstens zeitraubend und zweitens gibt sie durch Verluste zu 
Fehlern Anlaß. 

2. Nach der Methode von Sörensen werden 50 ccm Harn in einem Meß- 
kolben mit 1l cem Phenolphthaleinlösung, 2 g BaCl, und mit Ba (OH),- 
Lösung bis zur rötlichen Färbung versetzt. Hierauf fügt man noch 5 cem 
Ba (OH),dazu und füllt bis zur Marke 100 mit destilliertem Wasser auf. Nach 
einigem Stehen wird filtriert und aus 80 ccm des Filtrats (= 40 ccm Harn) 
nach Krüger-Reich*) das Ammoniak abdestilliert. Der Rückstand wird mit 


1) Sörensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1907; V. Henriques, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 60, 1,1909; V. Henriques u. Sörensen, ebendaselbst 68, 27;64, 120, 1909. 

2) Carl Neuberg, Der Harn 1911, $. 575. 

3) Fritz Falk und O. Hesky, Zeitschr. f. klin. Med. 1910, S. 261. 

1) M. Krüger, O. Reich und A. Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
39, 1903. 
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Salzsäure gelöst, gegen empfindliches Lackmuspapier neutralisiert, auf 
100 ccm verdünnt und an 40 ccm davon (= 16 ccm Harn) die Formol- 
titration im Vergleich zum kohlensäurefreien mit Phenolphthalein gefärbten 
Wasser ausgeführt. 

Genaue Resultate gibt diese Methode nach unserer Meinung nur 
bei farblosen oder wenig pigmentierten Harnen. Ist der Harn jedoch 
stärker gefärbt, kann diese Methode wegen der Verschiedenheit der 
zu vergleichenden Farben nicht mit Sicherheit durchgeführt werden. 
Um diese Methode aber auch bei gefärbten Harnen anwenden zu können, 
schlagen wir folgendes Verfahren vor, welches eine Modifikation der 
Sörensenmethode darstellt: Zuerst werden 50ccm Harn nach der 
Methode von Krüger und Reich von Ammoniak befreit, wobei zur 
Kontrolle der vollständigen Destillation unser später beschriebener 
Destillationskontrollapparat eingeschaltet wird. Der verbleibende 
Rückstand wird mit Salzsäure gelöst, in einen Meßkolben hinein- 
filtriert, gegen empfindliches Lackmuspapier!) genau neutralisiert, 
nach Zusatz von Leem Phenolphthalein auf 100ccm gebracht. 
50 ccm werden mit Formol versetzt und dann unter Vergleich mil 
50 ccm derselben Lösung (statt mit Wasser wie bei Sörensen) durch 
Titration mit n/10 Natronlauge die Aminosäuren bestimmt. Sollte 
der Harn ausnahmsweise zu dunkel gefärbt sein, verdünne man die 
Flüssigkeit aufs Doppelte und führe die Bestimmung mit dieser Lösung 
(der halben Harnmenge entsprechend) durch. Wir bemerken, daß 
unsere Vergleichslösung natürlich nicht mit Formol versetzt wird. 
Die Titration ist leicht durchführbar, da gleiche Farben zu vergleichen 
sind. Wir haben die genannte Methode mit bestem Erfolge bei Ham 
ohne und mit Zusatz von Alanin oder Glykokoll verwendet und immer 
übereinstimmende Resultate erhalten. 

Die Befreiung des Harns von Ammoniak zu Beginn des Ver- 
fahrens usw. schlagen wir deswegen vor, weil nach unserer Erfahrung 
die Destillation in diesem Falle rascher und vollständiger vor sich 
geht und nur eine Filtration notwendig wird, während bei dem Ver- 
fahren von Sörensen nach der Destillation die eingetretene Trübung 
eine zweite Filtration notwendig macht. 

3. Als eine der größten Fehlerquellen bei der Aminosäuren- 
bestimmung hat sich uns die unvollständige Beseitigung des Ammoniaks 
ergeben. Obwohl die Methode von Krüger und Reich?) nach unserem 
Dafürhalten alle anderen Methoden an Raschheit und Genauigkeit 
übertrifft, leidet sie doch an dem Mangel, daß einerseits nicht fest- 


1) Siehe V. Henriques und S. P. L. Sörensen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 64, 133 (1909). 
2) Krüger und Reich, l. e. 


| 
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gestellt werden kann, ob die Destillation des Ammoniaks beendet ist 
oder nicht, andererseits es unmöglich ist, weitere Säure zuzusetzen, 
falls infolge reichlicher Destillation von Ammoniak die zuerst in die 
Vorlage gegebene Säure verbraucht worden ist. Letzterer Mangel 
haftet übrigens auch den Methoden von Steyrer!), von H. B. Andersen 
und M. Lauritzen?), von Nenki und Zaleski3) an, was jeder, der sich 
mit diesen Methoden zu beschäftigen Gelegenheit hatte, bestätigen wird. 

Und ist es gelungen, durch einen einfachen Apparat diese Mängel 
zu beseitigen. 


Der in folgender Abbildung dargestellte Destillationskontrollapparat 
besteht aus einer U-fórmig gebogenen Röhre, deren längerer Teil a unterhalb 
der Mitte mit einem Loch g versehen ist und deren kürzerer Teil b birnförmig 
erweitert und mit dem längeren Schenkel bei f verbunden ist. Zum Gebrauch 
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wird der Apparat mit seinem längeren Schenkel so durch einen entsprechend 
gebohrten Gummistopfen gesteckt, daß die Öffnung g frei bleibt. Ein mit 
einem Hahn d versehener Tropftrichter c wird durch einen Schlauch mit 
dem längeren Schenkel a verbunden. In den birnförmigen Schenkel b wird 
das schräg abgeschnittene Ende der Röhre h so weit hineingeschoben, daß die 
Spitze derselben den Flüssigkeitsspiegel berührt. 


1) A. Steyrer, Beitr. z. chem. Phys. u. Pathol. 3, 312, 1902. 
2) M. B. Andersen und M. Lauritzen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 


21, 1910. 
3) Nencki und Zaleski, ebendaselbst 88, 193, 1901. 


352 G. Revoltella: 


Das Funktionieren des Apparates ist an Hand obiger Abbildung 
leicht verständlich. 

Wie nach Krüger und Reich werden im Destillationskolben B 25 bis 
50ccm Harn mit l g Natriumcarbonat versetzt und der Kolben in ein 
Wasserbad gestellt. Der Kolben wird mit einer Peligotschen Röhre, 
die in Eiswasser oder kaltem Leitungswasser steht, mittels der Röhre A 
verbunden. Die Peligotsche Röhre ist mit 30 bis 40 ccm n/10 Schwefel- 
sáure, der einige Tropfen Methylrot oder Methylorange*) zugefügt 
wurden, gefüllt. Hierauf gibt man in den Tropftrichter c einige Kubik- 
Zentimeter derselben Säure, die man mit einer Pipette aus der Peligot schen 
Röhre entnimmt und verdünnt sie auf das Drei- bis Vierfache. Nun 
wird das Wasserbad auf 42 bis 44° erwärmt und mittels der am 
zweiten Schenkel der Peligotschen Röhre angebrachten Saugpumpe der 
Druck im Apparat auf 8 bis 10 cm Quecksilbersáule gebracht. Ist die 
Temperatur und der Druck erreicht, wird durch den Trichter etwas 
Alkohol in den Kolben B tropfenweise eingebracht und durch den 
Trichter c so viel verdünnte Säure zufließen gelassen, daß die Flüssig- 
keit in der U-förmigen Röhre so hoch steht, wie auf der Abbildung zu 
sehen ist. Der sich nun im Kolben B entwickelnde Ammoniak gelangt 
durch die Saugpumpe in das birnenförmige Ende der Röhre b, wo der 
Indikator gelb gefärbt wird und dadurch den Beginn der Destillation 
anzeigt. Stellt sich im Laufe der Destillation heraus, daß die vor- 
gelegte Säuremenge in der Peligotschen Röhre ungenügend ist, kann 
unter Bedachtnahme darauf, daß etwas Säure im Trichter zurück- 
bleibt (wegen des Vakuums) durch denselben eine abgemessene Menge 
Säure nachgefüllt werden. Um festzustellen (nach ungefähr 20 Minuten). 
ob die Destillation beendet ist, braucht man nur die im Trichter ver- 
bliebene verdünnte Säure nachfließen zu lassen und zu beachten, ob sie 
durch Ammoniak noch gelb gefärbt wird. Ist dies nicht der Fall. 
kann man, nachdem man sicherheitshalber die Destillation noch 
5 Minuten lang fortgesetzt hat, annehmen, daß alles Ammoniak ab- 
destilliert ist. Nun wird durch einen Quetschhahn die Verbindung der 
Saugpumpe mit der Peligotschen Röhre geschlossen und durch den 
Hahn des Tropftrichters e vorsichtig Luft einströmen gelassen. 

Der vom Ammoniak befreite Harn kann nun zur Aminosäuren- 
bestimmung weiter behandelt werden. Die im Trichter c verbliebene 
Säure wird nachfließen gelassen, der Destillationskontrollapparat 
mit destilliertem Wasser durchgespühlt und dadurch von Säuren- 
und Alkaliresten befreit. In der gesamten Menge der Säure wird 
sogleich in der Peliyotschen Röhre durch Titration das Ammoniak 
bestimmt. 


1) Beckurts, Methoden der MaBanalyse 1913, S. 120. 
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Zusammenfassung. 


Durch die Verwendung des oben beschriebenen Destillations- 
kontrollapparates, der auch bei anderen Bestimmungen mit geringen 
Modifikationen verwendet werden kann (so z. B. bei Bestimmung 
von Stickstoff nach Kjeldahl oder von Harnstoff nach Henriques und 
Gammetoff usw.), sind wir in der Lage, den von einer unvollständigen 
Destillation des Ammoniaks herrührenden Fehler auszuschalten. Ver- 
wenden wir noch, wie wir vorgeschlagen haben, nicht Wasser, sondern 
den zu untersuchenden Harn als Vergleichsflüssigkeit bei der Amino- 
säurentitration nach der Sörensenmethode, können wir auch hier Fehler, 
die daraus resultieren, daß gefärbter Harn und farbloses Wasser ver- 
glichen werden müssen, beseitigen, da wir es nunmehr mit gleich- 
gefärbten Flüssigkeiten zu tun haben. 


Der oben beschriebene Destillationskontrollapparat kann allein 
oder mit dem ganzen Krüger- Reichschen Apparat von der Glasbläserei 
Haack, Wien 1X/3, Garelligasse 4, bezogen werden. 
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Vitamine und Eisenstoffwechsel beim erwachsenen Individuum. 
Von 
Katumi Haramaki (Sagaken). 


\ Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institut- 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 9. September 1922.) 


Nachdem Miyadera!) im hiesigen Laboratorium den experimentellen 
Nachweis dafür erbracht hatte, daß die Vitamine einen die Kalk- 
retention im Körper begünstigenden Einfluß ausüben, lag der Gedanke 
nahe, derartige Untersuchungen auch an anderen Mineralien durch- 
zuführen. Ein großes praktisch-klinisches Interesse hat die Frage. 
ob Beziehungen zwischen dem Vitamingehalt der Nahrung und der 
Eisenassimilation bestehen. Nun liegen beim Eisenstoffwechsel die 
Verhältnisse etwas anders als beim Kalkstoffwechsel; denn der Eisen- 
umsatz im Körper hat in den verschiedenen Lebensaltern eine sehr 
verschiedene Größe. Der Gesamteisengehalt des Körpers ist bekanntlich 
zur Zeit der Geburt außerordentlich hoch und nimmt in den ersten 
Lebenswochen ab, bis er schließlich ein gewisses Niveau erreicht, auf 
dem er dann stehen bleibt. Ferner ist aber zu berücksichtigen, daß 
der heranwachsende Organismus ja mit dem Wachstum andererseits 
auch Eisen in stärkerem Maße wieder ansetzen muß, um den Eisen- 
bestand im Verhältnis zur Körpermasse auf einem bestimmten Wert 
zu erhalten. Beim Erwachsenen fällt diese Notwendigkeit, Eisen in 
solchem Maße anzusetzen, fort. 

Diese Überlegungen führten dazu, die Frage nach den Beziehungen 
der Vitamine zum Eisenstoffwechsel in zwei Arbeitsthemen aufzulösen: 
nämlich einmal die Beziehungen des Vitamingehaltes der Nahrung 
zum Eisenstoffwechsel am erwachsenen Körper zu studieren und 
zweitens eben diese Frage am jugendlichen, heranwachsenden Orga- 
nismus zu untersuchen. 


1) Miyadera, Über die Beziehungen der Vitaminfunktion zum Kalk- 


stoffwechsel. Diese Zeitschr. 130, H. 1 bis 3. 1922. 
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Auf Veranlassung von Herrn Prof. Bickel habe ich das erste Thema 
bearbeitet, während mein Kollege, Herr Dr. Yoshiue!) sich des zweiten 
Themas annahm. 

Meine Versuchsanordnung war folgende: Ich habe einen kleinen, 
ausgewachsenen Hund von 6350 g 6 Wochen lang vitaminfrei ernährt. 
Bei der weiter unten verzeichneten Nahrung war das Tier zu Beginn 
des Versuches im Körpergewichts- und Stickstoffgleichgewicht. Trotz 
dieser kalorisch suffizienten Nahrung sank das Körpergewicht im 
Verlauf der 6 Wochen auf 5000g. Nach etwa 30 Tagen bekam das 
Tier auf beiden Augen eine allmählich zunehmende Trübung der Cornea, 
so daß es fast ganz erblindete. Am Ende der 6. Woche war das Tier 
schon recht hinfällig geworden. Es war kein Zweifel, daß es an einer 
schweren Avitaminose litt. Die Nahrung enthielt unter anderem ein 
Salzgemisch, das einen bestimmten Eisengehalt hatte. Das Tier wurde 
also auch immer mit der gleichen Eisenmenge gefüttert. 

Vom 43. bis 51. Versuchstage wurde in dreitägigen Perioden die 
Stickstoffbilanz bestimmt. Sie war vom 43. bis 48. Versuchstage 
leicht negativ und vom 49. bis 51. Versuchstage positiv. Das Körper- 
gewicht blieb auf etwa 5000 g stehen. Nunmehr wurde vom 52. bis 
57. Versuchstage (Versuchstag 10 bis 15 der Tabelle) in zwei dreitägigen 
Perioden die Stickstoff- und Eisenbilanz festgestellt. Zuerst war die 
Stickstoffbilanz noch schwach positiv, die Eisenbilanz mit etwa 0,05 g 
positiv, während in der zweiten Dreitageperiode die Stickstoffbilanz 
schwach negativ geworden und die Eisenbilanz mit etwa 0,07g 
positiv geblieben war. 

Daraus geht hervor, daß der erwachsene Körper auch noch ohne 
Vitamine Eisen retinieren kann, wie das ja auch Miyadera für den 
Kalk gezeigt hat. 

Vom 58. Versuchstage (16. Tag der Tabelle) an wurde nun die 
avitaminóse Nahrung bei gleichem Kalorien-Stickstoff- und Salzgehalt 
in eine stark vitaminhaltige Nahrung verwandelt. 

Vom 58. bis 72. Versuchstage (16. bis 30. Tag der Tabelle) wurde 
die Stickstoff- und Eisenbilanz in je Dreitageperioden aufgenommen. 

Vom 73. bis 86. Versuchstage (31. bis 44. Tag der Tabelle) wurde 
nur die Eisenbilanz in zwei siebentägigen Perioden ermittelt. Dann 
wurde der Versuch abgebrochen. 

Das Körpergewicht blieb vom 58. Versuchstage an stehen und die 
Augenerkrankung besserte sich rapide. Die Stickstoffbilanz war vom 
58. bis 60. Versuchstage noch negativ, dann trat ungefähres Stickstoff- 
gleichgewicht ein. Die Eisenbilanz war vom 58. bis 72. Versuchstage 


1) Yoshiue, nach dem Manuskript zitiert. Erscheint in dieser Zeit- 
schrift. 
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mit etwa 0,06 — 0,06 — 0,04 — 0,07 — 0,06 g in den einzelnen Drei- 
tageperioden positiv geblieben. Vom 73. bis 79. Versuchstage betrug 
die Eisenbilanz + 0,083 g und vom 80. bis 86. Versuchstage + 0,081 g 
pro Tag. | 

Wenn man die Durchschnittswerte der Eisenbilanz in der vitamin- 
freien Periode und in der vitaminhaltigen Periode bis zum 72. Versuchs- 
tage berechnet, so findet man: 

Eisenbilanz pro Tag in der vitaminfreien Periode: + 0,05975 g Fe, 

Eisenbilanz pro Tag in der ersten Hälfte der vitaminhaltigen 

Periode: + 0,05991 g Fe. 

Wenn man aber die Bilanzzahlen für die Zeit vom 73. bis 86. Ver- 
suchstage mit in Betracht zieht, ändert sich diese letzte Zahl etwas. 
Sie wird höher und beträgt + 0,07077 g Fe. 

Daraus ergibt sich, daß in den ersten 2 Wochen der vitamin- 
reichen Ernährung noch kein Einfluß auf die Eisenbilanz nachweisbar 
ist, während ein solcher, wenn auch zunächst nur in mäßigem Umfange, 
in den folgenden 2 Wochen sichtbar wird. Die Tendenz der Zunahme 


der positiven Werte der Eisenbilanz in der Periode mit vitaminhaltiger ` 


Nahrung wird auch offenbar, wenn man die durchschnittlichen Werte 
dieser Bilanz in den einzelnen Analysenabschnitten dieser Periode 
vergleicht. 

Es geht also aus meinen Versuchen hervor: 1. daß der Körper 


des erwachsenen Tieres auch ohne Vitamine Eisen noch retinieren kann, 


2. daß die Vitaminzufuhr diese Eisenretention jedoch etwas zu be- 


günstigen scheint, wenn der Körper stärker mit Vitamin nach der 
voraufgegangenen Vitaminverarmung angereichert wird. 

Die letztere Beobachtung gewinnt aber noch größere Bedeutung, 
wenn ich meine Versuche mit denjenigen von Yoshiue in Beziehung 
setze, der im hiesigen Laboratorium feststellte, daß der Gesamteisen- 
gehalt des Körpers bei heranwachsenden Tieren in wesentlicher Weise 
durch den Vitamingehalt der Nahrung beeinflußt wird. 

Für die Eisenassimilation beim Wachstum des Körpers scheinen 
also die Vitamine doch eine wichtigere Bedeutung zu haben als für 
die Eisenassimilation beim ausgewachsenen Körper. 


Versuch. 


Methodik: Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

Eisenbestimmung: Jodometrische Eisenbestimmung nach Neumann 
nach vorhergehender Veraschung von Harn, Kot und den einzelnen 
Nahrungsbestandteilen. 

Bei der chemischen Analyse wurden nur Glas- und Porzellangefäße 
benutzt. Der Hund befand sich in einem besonders konstruierten Glaskäfig, 
der innen völlig metallfrei war. Das Futter wurde in einem Porzellantopf 
gekocht und in einem solehen Topf gegeben. Beim Wiegen des Tieres wurde 
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dafür gesorgt, daß der Tierkörper nicht mit den Metallbestandteilen der 
Wage in Berührung kam. 

Die Fleischnahrung bestand aus getrocknetem, dann wieder aufge- 
weichtem und 3 Tage lang unter Wechseln des Wassers gekochtem und wieder 
getrocknetem Pferdefleisch. Das Schweineschmalz war im Laboratorium 
ausgelassen worden. 


Zusammensetzung des Salzgemisches: 


























Kochsalz . . . . 2 2 2 2 2 2 220.0... 250,0 g 
Calcium lacticum . .......... . . 10008 
Magnesium citricum . . . . . . . . . . . . 100,08 
Ferrum citricum ............. 2508 
Jod-Jodkalilósung . . . . ......... 5,0g 
Tabelle 1. 
Vitaminfreies Nahrungsgemisch in der Tagesration. 
ON | Fe 
EA 8 i BEE | 8 
a a 8 S | 
35,0 g Fleisch. . . 4,4720 0,028 44 
25,0 g polierter Reis!) DE . . . 0,2658 
35,0 g Schweineschmalz . . ee a A — — 
1,5 g eisenhaltiges Salagemisch. 6 A AR == 0,078 12 
0,5 g Kochsalz. . . EE | = | = 
800,0 g destilliertes Wasser . . . e et Sn a. a 
Summe . . © 4,71378 | 0,10656 
Tabelle II. 

Vitaminhaltiges Soda in der ee 
E Ee ION Fe 
Pe m. Se Er LANE úl g | SS B = 

35,0 g Fleisch. . 2 2 2 222.222.2.2.20 44720 | 0,02844 
5,0 g polierter Reis. . . . . 2 2 220020. 0,0532 — 
6,7 g Zucker. . A a = SES 

30,0 g frischer Citronensaft . . . |0 — Ges 

35,0 g Butter. . . A — — 
1,5 g eisenhaltiges Salzgomisch Se e wë — 0,07812 
0,5 g Kochsalz . . DECHE O e a — — 
8,4 g Reiskleie . . . . EN 0,2048 — 

800,0 g destilliertes Wasser . . EE — — 
Summe . . . 4,7300 | 0,10656 


1) Der Eisengehalt des Reises, der Reiskleie und des Citronensaftes 
in den bei dem Versuche verwandten Mengen ist so gering, daß er unbe- 
rúcksichtigt bleiben kann. Es handelt sich um etwa 3 mg Fe, die das Tier 
mit der Nahrung mehr bekommen hat, als der Berechnung zugrunde gelegt 
ist. Das Resultat wird dadurch nicht alteriert, da es sich um Vergleichs- 
versuche handelt. 

Anmerkung: 25 g polierter Reis hat dieselbe Kalorienzahl wie 8,4 g 
Reiskleie + 6,7 g Rohrzucker + 5,0 g polierter Reis. Mit der Butter erhielt 
die Nahrung den Vitaminfaktor A, mit der Reiskleie den Faktor B und mit 
dem Citronensaft den Faktor C. Erfahrungsgemäß genügen bei einem 
menschlichen Säugling 30 ccm Citronensaft, um Skorbut zu verhüten. 
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Tabelle III. (Diese Tabelle 















Vers | 









































p Kots f w . DEEG 
suchs- | ala A Harnmenge enge Nim Harn | N im Kot | Fe im Harn Fe im Kat | 
= | FEB use: en Pa = R ! 8 = e E u Pen. SES GE d 
I. Vor 
| 5000 | 525 | 
2. 4920 | 645 (31 '14,1913' 2,2194 -- - 
3 | 4890 660 | 
4. 4980 | 530 ` | 
5. 4870 ` 330 ,53 9,8277 ' 5,7134 Ss = 
6 4930 375 | 
7. | 4950 ` 205 Ä 
$S. Ann 415 39,7 6,0506 , 4,2772 ple = 
9. 5070 . 560 | | 
10. | 4970 435 | | 
11. | 4930 415 143 8,0663 4,7893 0,00265 0,16713 
12. 4970 | 375 
| 
13. 4930 495 | Ä 
14. . 4940 415 38 | 12,8451 3,7533 0,00356 0,10691 
15. ' 4980 | 550 | | 
II. Haup 
16. 5010 495 | 
17. | 4920 520 ı 43 13,0921 4,3375 0,00036 0,1427 
18. | 4980 775 | | I | 
19. ' 4940 550 | 
20. 4920 | 285 37 | 9,3925 2,8251 0,001 85 0,13468 
21. 4980 495 | | | | 
22. 4920 550 | | 
23. 4980 - 365 65 10,9066 4,1708 0,001 40 0.19456 
24. | 4960 400 | | | 
| | | | 
; | 
25. 4920 660 | 
26. 4930 ` 465 42,5 | 11,2594 ; 2,8819 0,003 84 0,10058 
27. | 4920 380 | | | 
28. ' 4970 501 on 
29. 4990 295 345 ! 12,9550 2,3466 0,001 66 0,1182 
30. © 4940 405 | Ä 
31. 
bis a 3810 65,27 = e 0,00072 0.02205 
37. | (pro Tag) (pro Tag) 
38. | 
bis ei 4520 52,84  - og 0,000 58 0,02492 
44. (pro Tag) (pm Tag) 
Literatur. 
Miyadera, diese Zeitschr. 130, H. 1 bis 3, 1922. — Yoshiue, nach 


dem Manuskript zitiert. — M. Tsuji, diese Zeitschr. 129, H. 1 bis 3, 1922. 
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m 43. bis 86. Versuchstage.) 





— a. e e a — E nn 
































N Fe O 
der Nahrung | in der Nabrüns y NsBilanz | FesBilanz | Vorbemerkung 
ea to g ar = = = A Bee T 
eriode. 
4,7378 0,10656 ' —0,7324 = | In dieser Vorperiode 
4,1378 | 0,10656 ' — 0,7324 ` — wird der Hund mit der 
4.7378 0,10656 — 0,7324 T | avitaminösen Nahrung 
| | | gefüttert (Tabelle I). 
4,1378 | 0,10656 — 0,4425 — | 
4,1318 | 0,10656 | — 0,4425 D | 
4,7378 0,10656 | —0,4425 ` E 
4,1378 | 0,10656 | + 1,2932 Se 
4,1318 | 0,10656 + 1,2932 — 
4.7378 0,10656 + 1,2932 = | 
4,1378 0,106 56 | + 0,4526 + 0,049 90 Die Grammgewichte des 
4,1378 0,106 56 + 0,4526 + 0,049 90 Kots in ganz getrock- 
4.1378 :  0,10656 + 0,4526 | + 0,04990 netem Zustande. 
4.1378 0,10656 — 0,7946 | + 0,06974 | 
4,7378 0,10656 — 0,7946  +0,06974 | 
4,1378 0,106 56 — 0,7946 + 0,06974 | 
eriode. 
4,7300 0,10656 I —1,0798 | + 0,05887 
4,7300 0,106 56 — 1,0798 | + 0,05887 | 
4,7300 | 0,106 56 | — 1,0798 ' -+ 0,05887 
4,7300 0,106 56 | + 0,6575 +0,06105 ` 
4,7300 0,10656 ' +06575 + 0,06105 
4,7300 ı 0,10656 | + 0,6575 ` + 0,06105 
4,7300 0,106 56 Ä — 0,2958 | + 0,041 24 In dieser Hauptperiode 
4,7300 | 0,10656 | — 0,2958 : +0,041 24 wird derHund mit der 
4.7300 0,10656 — 0,2958 | +0,04124 | vitaminhaltigen Nah- 
| rung gefüttert (Ta- 
| | belle II). 
4,1300 -0,10656 + 0,0537 | + 0,07175 
4,7300 | 0,10656 + 0,0537 * +0,07175 | 
4,7300 0,106 56 + 0,0537 + 0,07175 
| 
4,7300 | 0,10656 + 0,3705 | + 0,06663 
45300 ı 0,10656 + 0,3705 | + 0,06663 
4,7300 0,106 56 + 0,3705 + 0,066 63 
| 
— | 0,106 56 | — +0,08379 | In dieser Zweiwochen- 
(pro Tag) | | periode wird der Hund 
| ganz wie oben (Ta- 
| | ' belle II) gefüttert. 
— 0,10656 ` — i + 0,08106 





(pro Tag) | 


— Willy Weitzel, Vitamine 1921. — E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. 
Chem., II. Teil, 1920. — Landois und Rosemann, Lehrb. d. Physiol. 1921. 
— A. Bickel, klin. Wochenschr. 1922. 


Zur Frage der Beeinflussung der Pepsinverdauung durch Stärke. 


Von 
Anton Fischer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 4. September 1922.) 


In der physiologischen Literatur taucht immer wieder die Meinung 
auf, daß die Gegenwart von Kohlehydraten, insbesondere von Stärke 
im Magen die Pepsinverdauung im Sinne einer Hemmung zu beeinflussen 
vermögen. So findet sich z. B. auch in Tiigerstedts Lehrbuch die Ansicht 
wiedergegeben, „daß Kohlehydrate die Pepsindigestion stören“. 

Die im nachstehenden mitgeteilten Versuche sind zu dem Zweck 
ausgeführt worden, um diese Frage zu klären. 

Zunächst war die Frage zu beantworten, ob das Pepsin selbst von 
der Stärke adsorbiert wird. Es wurde nach den Methoden von Gross!) 
und Michaelis?) die Volummenge der Pepsinlösung bestimmt, welche 
bei optimaler pe und Temperatur die zur Bestimmung dienende Eiweiß- 
lösung eben noch verdaut. Diesen Lösungen wurden wechselnde Mengen 
von ungelöster Stärke, Stärkekleister und Stärkegallerte hinzugefügt. 
Eine Verlangsamung oder Hemmung der Verdauung konnte aber 
nicht festgestellt werden. 

Es mußte weiter untersucht werden, ob die für die Pepsinverdauung 
unentbehrliche Menge von H-Ionen durch die Stärke beeinflußt wird. 
Die vorerwähnten Pepsinbestimmungsmethoden eignen sich aber nicht 
zur Entscheidung dieser Frage, da dabei die zur Bestimmung dienende 
Eiweißlösung im vorhinein auf die optimale py gebracht wird und bei 
der Neutralisation ausfällt, oder es wird durch die Neutralisation die 
Feststellung des Verdauungsvorgangs verhindert [so nach der Methode 
von Gläßner?)]. Das Casein nach Gross fällt zwar bei der Neutralisation 
nicht aus und die Reaktion auf die erfolgte Pepsinverdauung entsteht 
auch in der neutralen Caseinlösung, wenn an Stelle des vorgeschriebenen 
Natriumacetats eine Lösung von Natriumacetat und Essigsäure als 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1908, $. 643. 
2) Michaelis, Prakt. d. phys. Chem., Springer 1921. 
3) Diese Zeitschr. 127, 312, 1922. 
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Reagens zur Verwendung kommt. Das Casein fällt aber schon bei 
schwach saurer Reaktion aus, die Bestimmung der für die Pepsin- 
verdauung unentbehrlichen Menge von H-Ionen ist daher nicht durch- 
führbar. 

Um die Frage nach der Beeinflussung der H-Ionen durch die 
Gegenwart von Stärke zu beantworten, wurde folgendermaßen vor- 
gegangen: 0,5 g Albumin aus Blut (Merck) ist in 200 ccm destillierten 
Wassers bei gelinder Wärme gelöst worden. Je 3ccm dieser Lösung 
wurden mit einigen Kubikzentimetern einer 0,5proz. Pepsinlösung und 
mit wechselnden Mengen von 0,1 proz. Salzsäure versetzt und im Wasser- 
bad bei 39°C verdaut. Nach einigen Stunden wurden die Proben mit 
Ammonsulfat halb gesättigt, wobei in den nicht verdauten Lösungen 
ein dichter, weißer, in kurzer Zeit sedimentierender Niederschlag von 
Globulin entstand. War genügend Pepsin und Salzsäure vorhanden, 
so blieb der Niederschlag aus. 

Auch hier wurde zunächst die geringste Menge von Salzsäure 
festgestellt, bei deren Vorhandensein die Verdauung eben noch erfolgt. 
Wurde nun dieser Lösung Stärke zugesetzt, so war eine Hemmung 
der Verdauung, wie Tabelle I zeigt, ebenfalls nicht feststellbar. Die- 
selben Resultate ergeben sich, wenn statt der 2,5proz. BluteiweißR- 
lösung 10- oder 20fach verdünntes Pferdeblutserum zur Verwendung 
kommt (Tabelle II und III). Durch die Anwesenheit der Stärke bleibt 
daher die Pepsinverdauung in vitro unbeeinflußt, z. B. 


Tabelle I. 





2,5 proz. 2,5 proz. E B 
Blut. SH 0,1 proz. Y > Z | Stärke» Ungelöste | Nach 4 Stunden 
lósuag HCI | SE Stärke gallerte Starke halbgesáttigt mit 






































| lósung | kleister (Ñ HD: SC 
eem cm , com | com | cem e 
o E e En e 
| | | N 
3 A Ro —- = e í Niederschlag 
3 Y, 1, | = Tun klar 
3 Lé Y, l - — A 
3 | Lë 1% 2 e 
TE Lë Y 2 e 
3 Y Ye SS S 0,1 
Tabelle II. 
lO fac l a Ia proz. | 2,5 proz. A 
verd. Serum 0,1 proz. HCI Pcpsinlösung | Stárkeklvister h buenos TS Ho: SO, 
com ` eem Sem u com ž 5 A, 
| | 

3 | Y, Y, = | Niederschlag 

3 Kä ' 1 7 aa 

3 Lé 2 = D 

3 Lo — klar 

3 1 i% > p 


362. A. Fischer: Zur Frage der Beeinflussung der Pepsinverdauung usw. 





























Tabelle III. 
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Will man bei derartigen Versuchen eine völlige Umwandlung des 
Eiweißes in Peptone beobachten, ist eine etwas längere Dauer der 
Bestimmung (2 bis 4 Stunden) und eine höhere Konzentration der 
Pepsinlösung erforderlich. Es scheint bemerkenswert, daß die nach 
Drittelsättigung mit Ammonsulfat ausfallende Euglobulinfraktion 
rascher verdaut wird als das Pseudoglobulin, während letzteres und 
das Albumin gleichzeitig verdaut werden (Tabelle IV). 
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Wir gelangen zu der Schlußfolgerung, daß kein Anhaltspunkt 
dafür vorliegt, daß die Pepsinverdauung in vitro durch die Gegenwart 
von Stärke im Sinne einer Hemmung beeinflußt werde. 
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Über die Bedeutung der verschiedenen Vitamine für die 
Eisenassimilation beim heranwachsenden Individuum und über 
die Zusammensetzung der körperasche bei vitaminfreier und 

vitaminhaltiger Ernährung. 


Von 
S. Yoshiue. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 9. September 1922.) 


In einer Arbeit von Hamburger und Stransky (1) aus der Czernyschen 
Kinderklinik in Berlin werden klinische Beobachtungen mitgeteilt, 
aus denen hervorgeht, daß gewisse Formen alimentárer Anämien und 
die mit Skorbut vergesellschafteten Anämien bei Kindern durch eine 
Eisenmedikation viel weniger therapeutisch beeinflußbar sind als 
durch eine Änderung der Kost im Sinne der Zulage frischer Gemüse 
oder Gemüsepreßsäfte. Die genannten Autoren haben die Vermutung 
ausgesprochen, daß möglicherweise der Vitamingehalt der Gemüse 
erst die Eisenassimilation so wesentlich begünstige, daß ohne Vitamin 
ein noch so großes Eisenangebot für den Körper nutzlos sei. 

Diese ganze Frage hat, wie man sieht, ein erhebliches praktisch- 
klinisches Interesse; aus diesem Grunde verlohnt es sich schon, sie 
einmal einer genauen experimentellen Prüfung zu unterwerfen. Aber 
auch die theoretische Medizin ist stark dabei engagiert. Denn es konnte 
durch klinische Beobachtungen, wie besonders durch die Experimental- 
studien von Miyadera (2) am Tiere der Nachweis geführt werden, 
daß die Vitamine bei der Kalkassimilation eine diese fördernde Rolle 
spielen. Wenn gleiches für das Eisen zuträfe, so wäre damit eine all- 
gemeinere Bedeutung der Vitamine für den Mineralstoffwechsel oder, 
besser gesagt, für die Assimilation lebenswichtiger Mineralien nach- 
gewiesen, wie sie unter anderen von Bickel (6) angenommen wird. 

Nun hat Haramaki (3) im hiesigen Laboratorium den Eisenstoff- 
wechsel beim erwachsenen Individuum, am Hunde, studiert. Er ver- 
wandte dabei das Ferrum citricum. Er hat zuerst die Eisenbilanz 
im vitaminfreien Zustand untersucht und dann die Eisenbilanz nach 
der Zulage der drei Vitaminfaktoren studiert. Er fand, daß mit der 
Anreicherung des Körpers an Vitamin auch der Eisenansatz etwas 
gefördert wurde. 
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Meine Versuchsordnung war eine andere; denn mir kam es ja 
darauf an, die Beziehungen der Vitamine zur Eisenassimilation beim 
heranwachsenden Individuum zu prüfen. Ich habe darum fünf Gruppen 
junger Mäuse mit poliertem Reis und einem eisenfreien Salzgemisch 
(Calcium lacticum 50,0; Magnesium citricum 50,0; Kaliumchlorid 5,0 
und Kochsalz 125,0) ernährt. Ferner bekamen alle Gruppen ein Eisen- 
präparat (Triferrin von Salkowskt). Der Unterschied in der Ernährung 
bestand darin, daß die erste Gruppe eine Butterzulage (Faktor A 
erhielt, die zweite Gruppe eine Zulage von Reiskleie (Faktor B), die 
dritte Gruppe eine Zulage von frischem Kohlrübenpreßsaft (Faktor ©). 
die vierte Gruppe bekam keine Zulage (vitaminfrei!) und die fünfte 
Gruppe (Normalgruppe) erhielt Butter, Reiskleie und Kohlrübenpreßsaft. 
also Faktor A, Bund C als Zulage. Die Tiere wurden bis etwa 4 Wochen 
in dieser Weise gefüttert, und dann wurden im Verlauf der letzten Zeit 
immer gleichzeitig einzelne Tiere aus allen Gruppen getötet und analysiert. 

Die Analyse erstreckte sich natürlich in erster Linie auf den Eisen- 
gehalt der Gesamttiere mit Ausnahme des Magen-Darmkanals, der nach 
der Tötung sorgfältig herauspräpariert wurde, damit das in ihm enthal- 
tene, nicht resorbierte Eisen das Analysenergebnis nicht beeinflußte. 

Gleichzeitig habe ich auch Aschenbestandteile quantitativ be- 
stimmt, nämlich das Chlorkalium, ferner Chlörnatrium, Phosphor 
Magnesium und Calcium. So liefert meine Arbeit zugleich auch einen 
Beitrag zur Aschenanalyse der Tierkörper bei einer vitaminfreien Er- 
nährung und einer Ernährung mit allen Vitaminfaktoren, wie mit 
jedem einzelnen der oben genannten Faktoren. Es steht somit meine 
Arbeit auch zu der Untersuchung von Morinaka (4) in Beziehung, der 
im hiesigen Laboratorium die anorganischen Bestandteile des Körpers 
bei Avitaminose studierte. 

Ich will nun zunächst die Resultate meiner Versuche besprechen. 
um dann im Anhang die Versuche selbst in extenso mitzuteilen. Ich 
lege bei der Besprechung der Ergebnisse selbst die Durchschnitts- 
zahlen der Analysen je eines Minerals für sämtliche oder mehrere Tiere 
einer jeden Gruppe zugrunde, um einen möglichen individuellen Faktor 


auszuschließen. 
Der Fisengehalt des Körpers. 
11 Buttermäuse: 
100 g Körpergewicht 9,9633 mg Fe, lg Asche 2,71 mg Fe 
11 Reiskleiemäuse: 
100 g Körpergewicht 10,8467 mg Fe, lg Asche 3,19 mg Fe 
10 Kohlrübenmäuse: 
100 g Körpergewicht 11,4987 mg Fe, lg Asche 3,23 mg Fe 
11 avitaminöse Mäuse: 
100 g Körpergewicht 9,1125 mg Fe, lg Asche 2,46 mg Fe 
15 normale Mäuse: 
100 g Körpergewicht 11,4625 mg Fe, lg Asche 3,54 mg Fe 
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Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daß die Kohlrüben- 
mäuse und die Normalmäuse, sowohl auf das Körpergewicht, wie auch 
auf die Asche berechnet, einen unter sich fast gleichen und von allen 
anderen Gruppen den größten Eisengehalt haben. In der Asche haben 
die Normalmäuse, die also alle Vitamine bekamen, den größten Eisen- 
gehalt. 

Die Reiskleiemäuse haben, auf- das Körpergewicht berechnet, 
einen etwas kleineren Eisengehalt, auf die Asche berechnet, denselben 
Eisengehalt wie die Kohlrübenmäuse. 

Die Buttermäuse haben in beider Hinsicht einen kleineren Eisen- 
gehalt, und die avitaminösen Mäuse haben den kleinsten Eisengehalt. 

Dieses Resultat findet man auch, wenn man die einzelnen Analysen, 
die an gleichzeitig getöteten Tieren der verschiedenen Gruppen aus- 
geführt wurden, unter sich vergleicht. 

Da nun der Prozentgehalt der Asche an Eisen bei den Normal- 
tieren und den Kohlrüben- und Reiskleiemäusen am größten und bei 
den avitaminösen Mäusen am kleinsten ist, muß der Körper dieser 
letzteren Tiere entweder Eisen verloren haben oder unfähig gewesen 
sein, Eisen anzusetzen, oder er hat beide Störungen erfahren. 

Aus alledem geht also hervor, daß die Vitaminfaktoren B und C 
die Hauptstützen für die Eisenretention bzw. -Assimilation sind. Der 
Vitaminfaktor A ist zwar nicht völlig wirkungslos in diesem Betracht, 
aber doch von untergeordneter Bedeutung. 

Meine Versuche beweisen also, daß die Vitamine beim heranwachsen- 
den Individuum einen ausschlaggebenden Einfluß auf die Größe des 
Eisengehaltes des Körpers haben, und daß dabei vor allem die Faktoren B 
und C die wichtigste Rolle spielen. Es werden durch meine Versuche 
die eingangs erwähnten pädiatrisch-klinischen Beobachtungen be- 
stätigt. | 

Der Kaligehalt des Körpers. 


11 Buttermäuse: 

100 g Körpergewicht 0,3644 g ROL 1g Asche 0,0988 g KCI 
9 Reiskleiemäuse: 

100 g Körpergewicht 0,3998 g KCl, Le Asche 0,1200 g KCI 

` 12 Kohlrübenmäuse: 
100 g Körpergewicht 0,3865 g KCl, 1g Asche 0,1098 g KCI 
11 avitaminöse Mäuse: - 

100 g Körpergewicht 0,3456 g KCI, lg Asche 0,0899 g KCI 
15 Normalmäuse: 

100 g Körpergewicht 0,4026 g KCl, 1g Asche 0,1257 g KCI 


Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daß die avitaminösen 
Mäuse und die Buttermäuse unter sich fast denselben und im Vergleich 
zu den anderen Gruppen den kleinsten Kaligehalt haben, sowohl auf 
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das Körpergewicht wie auch auf die Asche berechnet. Dann folgt 
der Kaligehalt der Kohlrübenmäuse, der nur wenig hinter dem Kali. 
gehalt der unter sich in dieser Hinsicht fast gleichen Reiskleie- und 
Normalmäuse zurückbleibt. Man könnte daran denken, daß vielleicht 
in den Vegetabilien (Reiskleie und Kohlrübensaft) das Kali in besonders 
leicht assimilierbarer Form vorhanden wäre, und daß so die Reiskleie-. 
Kohlrüben- und Normalmäuse einen kleineren, physiologisch besonders 
wirksamen Kaliüberschuß im Vergleich zu den anderen Mäusegruppen 
hatten, die ja fast nur auf das Kaliumchlorid der Salzmischung an- 
gewiesen waren. Viel wahrscheinlicher ist aber nach meiner Meinung 
die Annahme, daß die Differenzen in dem Kaligehalt der Tierkörper 
mit dem Vitamingehalt derselben in Beziehung stehen, da über die 
Assimilierbarkeit verschiedener Kaliverbindungen, soweit ich es über- 
sehe, nichts bekannt ist. Ferner würde der Kaliüberschuß, den dies 
Reiskleie-, Kohlrüben- oder Normalmäuse durch die Zulage eben 
dieser Vitaminsubstanzen erhielten, sich, auf 100g Körpergewicht 
berechnet, doch immer nur in der Größenordnung von Milligrammen 
oder Dezimilligrammen bewegen, während die Differenzen im Kali- 
gehalt der verschiedenen Tiergruppen faktisch mehrere Zentigramme 
betragen. Auch das zeigt, daß die etwas kalireichere Nahrung nicht 
wegen ihres Kaligehaltes Ursache für das beobachtete Phänomen sein 
kann. Dazu kommt noch ein anderes. 

Aus der Tabelle III erhellt nämlich, daß mit der prozentigen Zu- 
nahme des Körpergewichts in der Reiskleie- und Normalgruppe die 
prozentige Zunahme des Kaligehaltes in der Asche parallel geht, daß 
ferner mit der Abnahme des Körpergewichts bei den Kohlrüben-, 
Butter- und avitaminösen Gruppen auch die Abnahme des Kaligehaltes 
der Asche parallel verläuft. Daraus folgt, daß das bei der Körper- 
gewichtszunahme zu wenig angesetzte Körpermaterial mindestens zum 
Teil Material sein muß, das Kali enthält, und daß das bei der Kórper- 
gewichtsabnahme eingeschmolzene Körpermaterial zum Teil wenigstens 
Material sein muß, das Kali enthielt. Solches Material kann aber nur 
das Zelleiweiß, nicht das Fett und Kohlehydrat sein. So bringen auch 
meine Versuche wieder den Beweis, daß bei der Avitaminose Protoplasma- 
eiweiß vermindert angesetzt oder in pathologischer Weise zerstört wird. 

Weiterhin lehren meine Versuche, daß unter den verschiedenen 
Vitaminfaktoren der Faktor A den normalen Kaligehalt des Körpers 
am wenigsten garantiert, die Faktoren B und C, und zwar jeder für sich. 
den Kaligehalt des Körpers in annähernd normalem Umfange aufrecht 
erhält. Ganz dasselbe habe ich oben für das Eisen feststellen können. 
Auf diesen Parallelismus zwischen dem Verhalten des Kalis und des 
Eisens möchte ich hier noch besonders hinweisen. Ob allerdings die 
Störung in der Eisenassimilation in einer so direkten Beziehung zum 
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allgemeinen Wachstum bzw. zur allgemeinen Einschmelzung des Proto- 
plasmas steht, wie wir es für das Kali annehmen müssen, ist deshalb 
unwahrscheinlich, weil für die Eisenassimilation bekanntlich ganz be- 
stimmte Körpergewebe, vor allem das Blut und die Leber in Frage 
kommen. So wird sich also auch die avitaminöse Störung, die in einer 
Verminderung des Eisengehaltes des Tierkörpers zum Ausdruck kommt, 
vor allem auf diese speziellen Organe beziehen. 


Der Phosphorgehalt des Körpers. 
11 Buttermäuse: 
100 g Körpergewicht 1,7995 g P,O,, 1 g Asche 0,4888 g P,O, 
ll Reiskleiemäuse: 
100 g Körpergewicht 1,6081 g P,O,, 1 g Asche 0,4727 g P,O, 
10 Kohlribenmáuse: 
100 g Körpergewicht 1,7527 g P,O,, 1 g Asche 0,4800 g P,O, 
9 avitaminöse Mäuse: 
100 g Körpergewicht 1,9294 g P,O,, 1 g Asche 0,5031 g P,O, 
13 Normalmäuse: 

100 g Körpergewicht 1,5727 g P,0;, 1 g Asche 0,4945 g P,O, 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daß die avitaminösen 
Mäuse am meisten Phosphor und die Normalmäuse am wenigsten 
Phosphor hatten. Die Butter- und Kohlrübenmäuse stehen.hinsichtlich 
des Phosphorgehalts den avitaminösen Mäusen, die Reiskleiemäuse 
aber den Normalmäusen näher. Daraus wieder folgt, daß der avita- 
minöse Körper und der mit dem Faktor A oder C gespeiste Körper 
hinsichtlich des Phosphorgehalts sehr ähnlich sind, während der mit 
dem Faktor B versehene Körper sich ähnlich dem Normalkörper verhält. 
Wenn wir diese Beobachtungen mit der Gewichtstabelle III in Zu- 
sammenhang bringen, dann sehen wir, daß, je höher das Körpergewicht 
ist, um so niedriger der Phosphorgehalt erscheint, daß mit der Ab- 
nahme des Körpergewichts aber eine Vermehrung des Phosphors 
einhergeht. Das kann nur so erklärt werden, daß für die Zu- bzw. 
Abnahme des Körpergewichts die Zu- bzw. Abnahme der Weichteil- 
masse des Körpers in erster Linie in Frage kommt, während das Skelett 
im großen und ganzen unverändert bleibt. Das Skelett aber enthält 
die Hauptphosphormenge des Körpers. Also wird bei der Avitaminose 
der Körper durch seinen Weichteilschwund wahrscheinlich nur relativ 
phosphorreicher. Diese Beobachtungen stehen mit den Morinakaschen 
Angaben nicht im Einklang, da dieser bei seinen avitaminösen Mäusen 
einen sehr niedrigen Phosphorgehalt fand. Es ist daher wohl möglich, 
daß beim Phosphor die Verhältnisse doch komplizierter liegen, als ich 
es oben schilderte, und es müssen weitere Versuche darüber angestellt 
werden, wie sich bei der Avitaminose die Assimilation einzelner Phos- 
phorverbindungen verhält, da ja natürlich auch die Art des Nahrungs- 
phosphors eine Rolle spielen kann. 
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Der Kalk- und Magnesiumgehalt des Körpers. 
13 Buttermäuse: 
100 g Körpergewicht 1,6533 g CaO, lg Asche 0,4541 g CaO 
13 Reiskleiemäuse: 
100 g Körpergewicht 1,3683 g CaO, 1g Asche 0,4107 g CaO 
12 Kohlrübenmäuse: ` ` 
100 g Körpergewicht 1,5299 g CaO, lg Asche 0,4311 g CaO 
11 avitaminöse Mäuse: 
100 g Körpergewicht 1,7357 g CaO, lg Asche 0,4597 g CaO 
15 Normalmäuse: 
100 g Körpergewicht 1,2410 g CaO, 1g Asche 0,3855 g CaO 
13 Buttermäuse: 
100 g Körpergewicht 0,1438 g Mg¿P¿0,, lg Asche 0,0412 g Mg,P;0; 
13 Reiskleiemäuse: 
100 g Körpergewicht 0,1173 g Mg,P,0,, lg Asche 0,0352 g Mg,P,O, 
12 Kohlrübenmäuse: 
100 g Körpergewicht 0,1335 g Mg¿P,0,, lg Asche 0,0375 g Mg,P,0,; 
11 avitaminöse Mäuse: 
100 g Körpergewicht 0,1572 g Mg,P,0O,, lg Asche 0,0415 gMg,P,0:; 
15 Normalmäuse: 
100 g Körpergewicht 0,0958 g Mg,P,0O,, lg Asche 0,0295 g Mg,P,0; 


Die vorstehende Zusammenstellung zeigt, daß die Werte für den 
Kalk- und Magnesiumgehalt vollständig parallel gehen. Die avitamınösen 
Mäuse haben den größten Gehalt an diesen Substanzen, dann folgen die 
Butter-, Kohlrúben- und Reiskleiemäuse, und am wenigsten Kalk und 
Magnesium haben die Normaltiere. Das steht mit den Morinaka schen 
Versuchen im Einklang. Also auch beim Kalk- und dem Magnesium- 
gehalt sehen wir, daß für ihn ausschlaggebend das Skelett ist, dessen 
Masse offenbar bei der Avitaminose ziemlich unverändert bleibt, während 
die Weichteile des Körpers einschmelzen oder in ungenügender Menge 
beim Wachstum angesetzt werden. 


Der Chlornatriumgehalt des Körpers. 
11 Buttermäuse: 
100 g Körpergewicht 0,4846 g NaCl, 1g Asche 0,1315 g NaCl 
9 Reiskleiemäuse: 
100 g Körpergewicht 0,5075 g NaCl, 1g Asche 0,1528 g NaCl 
12 Kohlrübenmäuse: 
100 g Körpergewicht 0,4973 g NaCl, 1g Asche 0,1425 g NaCl 
11 avitaminöse Mäuse: 
100 g Körpergewicht 0,4597 g NaCl, 1 g Asche 0,1214 g NaCl 
- 15 Normalmäuse: 
100 g Körpergewicht 0,5136 g NaCl, 1 g Asche 0,1595 g NaCl 


‚Aus dieser Tabelle geht hervor, daß die avitaminösen Mäuse den 
geringsten NaCl-Gehalt haben. Dann folgen Butter-, Kohlrüben-, Reis- 
kleiemäuse und schließlich die Normalmäuse mit dem größten Gehall 
an Kochsalz. Es enthält also derjenige Körper, der am meisten an Ge- 
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wicht während der Versuchszeit zugenommen hat, am meisten Kochsalz. 
Da das Kochsalz als zirkulierendes Salz über den ganzen Körper mehr 
oder weniger gleichmäßig verteilt ist, muß der Weichteilschwund auch 
zur Kochsalzverarmung führen. Es ist also der Kochsalzgehalt direkt 
dem Gewicht proportional. 


Zusammenfassung. 

Aus allen meinen Beobachtungen geht folgendes hervor: 

l. Bei der avitaminösen Störung nimmt der Aschengehalt des 
einzelnen Tierkörpers zu. Am stärksten ist die Veränderung im Aschen- 
gehalt bei den avitaminösen Tieren, dann folgen die Tiere mit dem 
Faktor A, dann diejenigen mit dem Faktor C, dann diejenigen mit 
dem Faktor B und endlich die Normaltiere mit dem geringsten Aschen- 
gehalt, auf das Körpergewicht berechnet. 

2. Parallel mit den Werten des Gesamtaschengehalts geht der 
Kalk-, Magnesium- und wahrscheinlich auch Phosphorgehalt der Körper. 

3. Eisen-, Kalium- und Kochsalzgehalt gehen unter sich parallel, 
aber der Verlauf ihrer Kurven, die die verschiedenen Tiergruppen 
berücksichtigen, ist umgekehrt wie der Verlauf der entsprechenden 
Kurven für die Gesamtasche, für den Kalk, das Magnesium und den 
Phosphor, d. h. die Tiere, die z. B. am meisten Kalk haben, weisen 
den geringsten Kaligehalt auf. | 

4. Für den Ansatz von Eisen bzw. für die Erhaltung des Bestandes 
des Körpers an Eisen, Kalium und Kochsalz erwies sich das Vitamin 
der Reiskleie und der Kohlrüben wirksamer als das Buttervitamin. 
Am wirksamsten war natürlich die Anwesenheit aller Vitamine. 

5. Die Verminderung des Kali- und Kochsalzgehaltes der Tier- 
körper bei der totalen oder partiellen Avitaminose kommt wahrschein- 
lich ganz allgemein von dem mangelhaften Ansatz bzw. der Ein- 
schmelzung von Weichteilen des Körpers. Der mangelhafte Eisen- 
ansatz bei reichlicher Eisenzufuhr scheint mir dagegen auf einer direkten 
Störung der Eisenassimilation in bestimmten Organen infolge des 
Vitaminmangels zu beruhen. Die relative Vermehrung der Gesamt- 
asche, des Kalkes, des Magnesiums und des Phosphors bei der Avita- 
minose hat offenbar ihren Grund in der größeren Widerstandsfähigkeit 
des Skeletts gegenüber der avitaminösen Störung. 


Versuchsprotokolle. 
Kosttabelle. 
Buttergruppe . . . Reis, Butter, Salzgemisch und Triferrin 
Reiskleiegruppe . . Reis, Reiskleie, Salzgemisch und Triferrin 


Kohlrúbengruppe . Reis, frischen Kohlrübensaft, Salzgemisch u. Triferrin 
Avitaminosengruppe Reis, Salzgemisch und Triferrin 
Normalgruppe . . . Reis, Butter, Reiskleie, Kohlrübensaft, Salzgemisch 
und Triferrin. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 24 
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Jede Gruppe bestand aus 12 jungen Mäusen. 

Jede Gruppe erhielt täglich gekochten Reis, 0,15 g Triferrin, 0,03 g 
Salzgemisch, ferner 3 g Butter oder 3 g Reiskleie oder 3 g Kohlriibensaft 
oder alle drei Vitaminsubstanzen zusammen, je nach der Gruppe. 

Salzgemisch: Kochsalz . . . 125,0 
Calcium lacticum 50,0 
Mg citricum . . 50,0 
KE zs es 5,0 


Fütterungsmethode: 

1. Fütterung am Morgen: Wenig Reis, mit den jeweiligen Vitamin- 
zulagen, Salzgemisch + Triferrin. 

2. Fütterung am Abend: Wenn die Morgenportion aufgefressen war, 
bekamen die Tiere Reis in großer Menge, so daß am folgenden Morgen noch 
etwas Reis übrig geblieben war. Die Menge des Abendfutters mußte aus- 
probiert werden. 

Tabelle I). 
1. Versuchsreihe. 





Nr. des Tieres 
Datum |2 |3f4J]5|6|7]8]9 || ni nm 


Köıpergewicht in g 











Buttergruppe: 
2.111. || 14 | 14 | 13 | 10 | 9 | 19 | 10 | 10 | 14 | 13 | 15 | 10 
9. IIL. | 16 | 14 | 13 | 11 | 9 | 20 | 12 | 11: 15/14 | 16|11 
to A e ts, ee ee Me = WEE IE 
16.111. || 17 | 14 | 14 | 11 | — | 20 | 12 | — | 16 15| — | 11 
19. ITI. | 15 | 13 | 13/11; — | 17 | 1 | — | 14 |12| — | 10 
20.111. | 14 | 12 | 12 | 10 | a= i6 UU" — | 14 |12| — |10 
EE e és el s lala a de a ee Ae T dee 
22,007.14 Ta 1 - | vw | nn) - | TI 8; -[|ı 
98.111. 14 — | 12: 10 | = (51: — |13 —]|lọ 
29. II. 14 | — |13! T  — ES ASAS ad 
30. I. u  - TI-|- 16 1) -'- | T|-|T 
2.IV.| 133|- -!'-!|- | 7, nj- =|=|-|- 
SCH a EEE BEE BEE Ed ees ame Bu 
Reiskleiegruppe: 
2,111. 11 | 10 | 22} 9 J 11 J 1) 8 | 13| 9/10/15] 7 
9.11. [| 11 | 10; 23| 10 | 12 | 12 | 9 | 13 | 9|10|16|7 
10: AEA il E EE EE EA WC E a E T 
16. III. | 11 | 12 | 24 | 10 | 13 | 12 | 9 | 14 | 10 | 11/17 |8 
19.101. | 9 | 10 | 24 | 10 | 12 | 10! 8 | 14| 8110/17 |+4 
20. III.) 9| 9 | 24 |10|12|11'8|13| 8|10|16|- 
DE S A GE DEER EE GER EEN a A E 
22.111. | 1 TIa/lo/|TIie2eıs/a|l 8|11/|16|- 
28.11.!' 9| — | 25 | 10 - |12| 8 | 14| 9|11)15' — 
29.1. | $ - |2%|TI—|12|80116| 9|12| 15; — 
30. IJI. | i E A A E AS 
IV. | |- B| -=|- 12|-|14| => |=|-|— 
3.7.) =, O E Je KEE A A EE D e 


1) T bedeutet, daß die betreffenden Tiere spontan gestorben waren. 
T bedeutet, daß die betreffenden Tiere künstlich getötet worden waren. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Nr. des Tieres 
Datum ı2/|3j+|5|s)| |s | ss Jo | n | = 
Körpergewicht ing 
Kohlrübengruppe: 

2. ITI. || 10 | 12 7 9 | 11 8 18 | 14 | 10 8 9 9 

9. III. | 11 13 8 9 | 11 9 19 | 15 | 12 9| 10| 10 
10. TIL. | — | — | - | - | - lU - I| zl - | zl zl - lz 
16. III. | 10 | 11 9 10 | 11 9 19 | 14 | 10 | 10 9 | 10 
19. III. | 10 | 10 9 9 | 10 8 18 | 13 t 9 9 | 10 
2.0T.| 9] 9| 8] 7| 9| 8 [17|12| + | s| 8]| 9 
21.III. | — + — + - | - I - | - | - | -|-|Y 
22. 111. || 11 — T — 11 T 18 | 14 | — | 10 | 10 | — 
28. III. || 10 — — — 11 — 18 | 14 | — | 10 | 10 | — 
29.IIl.| T — — — 11 — 17 | 13 | — 9| 10 | — 
30. IU. | — | = | - | = | T|-|17|13| — 9| T | — 

2.IV. | — — — _ — — 16 ¡ 11 — 8| = | — 

3.IV. | -— | - | - | - | - I|- |TIT| -|T| -|-—- 

Avitaminöse Gruppe: 

2.11I. || 8 7 11 9 | 11 11 | 10 8 10 | 12 | 7 8 

9.111. | 8 8 11 11 11 12 | 11 9 11 | 13] 8 9 
10. III. | — ı - | - | - | - | - | - | - | - | - | - 1 -— 
16. III. | 9 7 9 | 12 10 13 H 7 10 | 14 | 7 10 
19.111. | 8 7 10 | 10 10 | 11 8 7 9/|12| 8 | 10 
20.111.| 7.6 9 10 9 11 9 7 8|11 | + 9 
PATE U E, a A PEA se ae Dier dree äer H enzege Lë H 
22. ITI. | — T 11 12 T 12 10 | — 9|12| — | 10 
28. III. | — — 11 11 — 11 10 | — t 14 | — | 10 
29. III. | — — 10 9 | — t T — — | 13| — | 10 
30. TIL. | — — 9 T — — — — — |13|— |T 

2. IV. | — — 9 | — — — — — — | 10| — 

3.IV.| — |- WEEN WEE 

Normalgruppe: 

2.II.| 8 | 1 | 9| 9| 9| 8| 7] 8| 7| 6|6| 6 

9. TIT. 9 12 10 | 10 | 10 9 8 9 8 7| 7 6 
10. IIL. | = | = ı- | - |- | - | - | - | - | -|-|- 
16.111. | 9 14 12 | 11 11 11 8 ¡ 11 9 8| 8 7 
19.111. | 9 16 12 12 11 12 8 11 9 9| 7 8 
20.111. | 9 15 | 12 | 12 | 11 12 Hr 10 9 HI" 7 
22. TII. | — — 13 13 12 | 13 9 i 11 11 9| 7 7 
28. III. | T T 14 15 14 | 15 10 | 12 | 13 | 11); 8 t 
29. III. | — — 14 14 14 15 T 12 | 13 ! 12| 8 — 
30. IIT. — - MÍTIÍTIÍT)]— 2B TIsı - 

2.141. | - | - | 3|-|-|- -; 2, 2|-|9|- 

3 IV | ıolmın. 2) SS) ml. 


Anmerkung: Im Verlauf dieser Fütterung habe ich gesehen, daß in der 
Buttergruppe Maus Nr. 2 und 4 an den hinteren und vorderen Beinen 
paretische Erscheinungen darboten, und daß bei der avitaminösen Gruppe 
die Tiere Nr. 4 und 12 an den beiden hinteren Beinen typisch gelähmt waren. 


24* 
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Tabelle II. 2. Versuchsreihe. 













| Buttergruppe Reiskleiegruppe a | e Normalgru 
Datum | Körpergewicht Körpergewicht Körpergewicht | Körpergewicht Körpergewicht 





Anmerkung: Jede Gruppe bestand aus 5 Mäusen und wurde immer in 
toto gewogen. Die Versuchsanordnung war sonst ganz wie bei der ersten 
Versuchsreihe. Von jeder Gruppe habe ich mit 4 Mäusen die chemische 
Analyse gemacht. 


Tabelle III. 
Tabelle über die Körpergewichtsveränderungen der einzelnen Gruppen 
während des Versuches. 
Körpergewichtsezunahme bzw. -abnahme am Ende des Versuches 
berechnet auf 100 g Körpergewicht zu Beginn des Versuches. 


Y 





1. Reihe: 
Buttergruppe . . . . 3,41 g abgenommen für 100 g Körpergewicht 
Reiskleiegruppe . . . 5,21 g zugenommen , 100g m 
Kohlrübengruppe . . 3,53 g abgenommen ,, 100g ep 
Avitaminöse Gruppe 7,35 g abgenommen ‚ 100g 5 
Normalgruppe . . .50,34 g zugenommen ‚100g KN 
2. Reihe: 
Buttergruppe . . . . 8,95 g abgenommen für 100 g Körpergewicht 
Reiskleiegruppe . . . 2,89 g zugenommen ,, 100g o 
Kohlrübengruppe . . 4,41 g abgenommen ,, 100g Se 
Avitaminöse Gruppe 17,39 g abgenommen ‚ 100g > 
Normalgruppe . . .10,29g zugenommen „ 100g Gs 
Tabelle IV. 
"Keen Butters Reiskleice ice | Kohlrüben 
gruppe | gruppe gruppe 














Fe: En! 
Zahl der analysierten Mäuse . ..... | 11 10 
Körpergewicht ohne Magen und: Darm (g) 112, 1516 109,6930 | 91,7528 
Absolute Aschenmenge (8) . . . .... 4,1352 3,7398 3,3828 
Aschenprozent zum EE (KG) . 3,6798 3,4001 | 3,6518 
Absolute Fe-Menge (ME). ie 11,19 11,92 | 10,55 
Milligramm Fe in 1008 KG...... | 9,9633 | 10,8467 | 11,4987 
ee Fe in 1g Asche . ..... 2,71 3,19 3,23 
Zahl der analysierten Mäuse . . .... 11 11 10 
Körpergewicht ohne Magen und Darm a. 112,1515 | 109,6930 | 91,7528 
Absolute Aschenmenge (g). . . 4,1352 | 3,7398 3,3828 
Aschenprozent zum KG... ..... 3,6798 3,4001 3,6516 
Absolute P¿0;-Menge (mg). . . . . . . 2021,25 | 1771,71 1626,24 
Milligramm P. ¿Os in 100g KG... . . || 1799,51 | 1608,18 1752,77 





Milligramm P,O; in 1g Asche . . . . . || 488,82 472,76 į 480,03 


| 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
Butter, Kohlrüben- 
E gruppe dE SIS gruppe 


CaO, Mg,P,0;: 














Zahl der analysierten Mäuse . . . . . . 13 13 12 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (g) | 131,5400 | 128,1051 | 105,8740 
Absolute Aschenmenge (g) . . . . . . + ‚8242 4,3138 3,8389 
Aschenprozent zum KG... ...... 3,6482 | 3,3294 3,5461 
CaO: | 
Absolute CaO- -Menge EEN ee er e 2,1874 1,7777 Ä 1,6553 
Gramm CaO in 100g KG 1,6533 1,3683 1,5299 
Gramm CaO in 1g Asche . A 0,4541 See 0,4311 
Mg,P,0;: 

Absolute Mg, P, O,-Menge (g). 0,1900; 0,1563 0,1481 
Gramm Mg,P,0, in 100g KG.. | | . | 0,1438| 0,1173| 0,1335 
Gramm Mg,P,0O; in 1g Asche. . . . . | 0,0412| 0,0352| [0,0375 
"NaCl, KCI: 

Zahl der analysierten Mäuse . . . . . . 11 9 12 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (g) | 112,1515 | 93,3929| 105,8740 
Absolute Aschenmenge (g) . . . . . . | 4,1352| 3,1500! 13.8328 
Aschenmenge zum KG ........ l 3,6798 3,3216 3,5461 
Absolute NaCl-Menge (8). . . - . - 0,5456 | 0,4827, 0,5654 
Gramm NaCl in 100g KG . 0,4846 0,5075 0,4973 
Gramm NaCl in 1g Asche 0,1315 0,1528 | 0,1425 
Absolute KCl-Menge (8) . . . . .... 0,4108 0,3853 0,4321 
Gramm KCI in 100g KG... es 0,3644 0,3998 0,3865 
Gramm KCl in lg Asche . . ; 0,0988 0,1200 0,1098 





Tabelle IV (Fortsetzung). 


| Normalgruppe 


Fe: | 

















| 
Zahl der analysierten Mäuse . ...... 11 | 15 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (8) 2 85,6501 |; 148,1730 
Absolute Aschenmenge (g). . . . . . al 3,2918 4,8044 
Aschenprozent zum Körpergewicht (K G). al 3,7752 3,2142 
Absolute Fe-Menge (mg) . . ....... 8,11 16,99 
Milligramm Fe in 108 KG ....... | 9,1125 11,4625 
Milligramm Fe in 1g Asche. . . . . 2,46 3,51 
P.Os: 
Zahl der analysierten Mäuse . . . . . . . | 9 13 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (g) . |  73,1860 | 129,3581 
Absolute Aschenmenge (g) . . . » 2... 2,8444 4,2084 
Aschenprozent zum KG . i | 3,8371 3,2296 
Absolute P KK EU (mg) . ua A o Are . | 1421,42 2029,30 
Milligramm P,O, in 100g KG ..... . ` 1929,48 1572,71 
Milligramm P,O, in Lg Asche .. . . . . || 503,17 494,53 
CaO, Mg,P,0,: | 

Zahl der analysierten Mäuse . . . . . xa 11 15 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (g) . 85,6501 148,1730 
Absolute Aschenmenge ei CEET a 3,2918 4,8044 
Aschenprozent zum KG -......... 3,7752 3,2142 


i 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
| Ä ee | N ormalyruppe 
CaO: 
Absolute CaO-Menge (8) . ........ 1,5119 1,8362 
Gramm CaO in 1008 KG ........ 1,7357 1,2410 
Gramm CaO in 1g Asche . . ...... 0,4597 0,3855 
Mg,P,0»: 
Absolute Me, P, O,-Menge (g) . . » ... - 0,1384 0,1480 
Gramm Mg,P,0, in 100g KG ...... 0,1572 0,0958 
Gramm Mg,P,0, in 1g Asch EE 0,0415 0,0295 
NaCl, KCI: 
Zahl der analysierten Mäuse . e 2 11 15 
Körpergewicht ohne Magen und Darm (8) , | 85,6501 148,1730 
Absolute Aschenmenge (ei . ..... +. 3,2918 4,8044 
Aschenprozent zum KG ......... 3,7752 3,2142 
Absolute NaCl -Menge (8)... .... +... 0,4089 0,7669 
Gramm NaCl in 100g KG........ 0,4597 | 0,5136 
Gramm NaCl in 1g Asche... ..... 0,1214 | 0,1595 
Absolute KCl-Mengo (g) . . . . . 2... 0,3092 0,6040 
Gramm KCI in 100g KG ........ 0,3456 ` - 0,4026 
Gramm KCI in 1g Asche ........ 0,0899 | 0,1257 
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Uber den Einfluß der Funktion auf den Verlauf der Avitaminosen. 
Von 
S. Yoshiue (Tokio). 


(Aus der experimentell -biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitát Berlin.) 


(Eingegangen am 9. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus dem Stoffwechselversuch 7eujis (1) an einem vitaminfrei 
ernährten Hunde geht hervor, daß, wie es A. Bickel (2) in seinem 
Aufsatz über die Theorie der Vitaminfunktion dargelegt hat, der Körper 
im Zustande der Avitaminose die Fähigkeit einbüßt, die resorbierte 
Nahrung in physiologischer Weise im Zellstoffwechsel auszunutzen. 
Wenn man diese ganze Störung als Assimilationsstörung auffaßt — 
eine herabgesetzte Störung kann ihr natürlich ebensogut zugrunde 
liegen wie eine gesteigerte Dissimilation —, so würde daraus folgen, 
daß alle produktive Tätigkeit der Zelle durch den Vitaminmangel in 
empfindlicher Weise gestört ist. Diese Produktionsstörung muß sich, 
was ja schon lange bekannt ist, im allgemeinen Körperwachstum 
Jugendlicher Individuen zeigen, wie auch bei einer unter besonderen 
Verhältnissen am Körper des ausgewachsenen Individuums erforderlich 
werdenden Gewebsneubildung. Das trifft z. B. für den Wundheilungs- 
prozeB zu. In der Tat hat auch /shido (3) im hiesigen Laboratorium 
den experimentellen Beweis dafür erbringen können, daß Hautwunden 
vitaminfrei ernährter Tiere schlechter heilen als entsprechende Wunden 
bei vitaminreich, und zwar hierbei entweder unterernährten oder hin- 
reichend ernährten Kontrolltieren. 

Produktive Tätigkeit der Zelle ist aber auch der Vorgang, bei 
dem die Zelle Material ersetzt, das bei ihrer spezifischen Leistung — 
ganz abgesehen von dem Auf- und Abbau der Zellsubstanz beim all- 
gemeinen LebensprozeB — verbraucht wird. Ja, wir wissen, daß hier 
sogar der Ansatz im Anschluß an den funktionellen Verbrauch über 
das ursprüngliche Maß hinaus gesteigert werden kann. So entsteht 
die Hypertrophie der einzelnen Muskelfibrillen beim arbeitenden 
Muskel, so entsteht hier auch die Hyperplasie des Muskels, die gewisser- 
maßen eine Fortsetzung des hypertrophierenden Prozesses über das 
einzelne Zellindividuum hinaus bedeutet. 

Alle diese regeneratorischen Vorgänge müssen, wenn die eingangs for- 
mulierte theoretische Auffassung der Avitaminose zu Recht besteht, bei 
ihr gestört sein. Diese Assimilationsstörung kann verschieden hohe Grade 
erreichen ; sie kann einmal zu Veränderungen im Aufbau der Zelle jenseits 


376 S. Yoshiue: 


der Sichtbarkeitsgrenze führen, sie kann aber auch zu mikroskopisch 
nachweisbaren Strukturveränderungen der Zelle, zur Atrophie, zur 
Degeneration mit allen ihren Folgeerscheinungen Veranlassung geben. 
So führt also die oben genannte Theorie der Vitaminfunktion folge- 
richtig zu dem Schluß, daß zwischen der Größe der funktionellen In- 
anspruchnahme einzelner Organe oder mehr oder weniger des ganzen 
Körpers und der Lokalisation, wie dem ganzen Verlauf der avitaminósen 
Erkrankung Beziehungen bestehen müssen, auf die kürzlich Bickel (4) 
in seinem Vortrage auf der Pathologentagung in Berlin hingewiesen 
hat. So wird uns die besondere Lokalisation der avitaminösen Störung 
am Blutgefäßsystem, die zu den Hämorrhagien führt, verständlich, 
so begreifen wir auch die schweren Degenerationen am Herzmuskel. 
Ich selbst habe beobachtet, daß bei fleißigen Schülern aus den unteren 
Volksschichten, also bei Jugendlichen, die den ganzen Tag über haupt- 
sächlich hinter den Büchern sitzen, als Frühsymptom der Beriberi 
häufig Sehschwäche auftrat, die nicht durch Refraktionsanomalien 
bedingt war. Herzklopfen habe ich als Frühsymptom der Beriberi 
gerade bei Jugendlichen überaus häufig gesehen. Endlich konnte ich 
immer wieder feststellen, wie es von anderer japanischer Seite auch 
schon mitgeteilt wurde, daß Armarbeiter zuerst und vor allem an den 
Armen Störungen aufweisen, wenn sie von Beriberi befallen wurden. Bei 
den Beinarbeitern sind die Beinnerven Sitz der frühesten Erscheinungen. 
Zimmerleute, die fast nur mit dem rechten Arm arbeiten, erkranken 
zuerst am rechten Arm, wenn sie Beriberi bekommen. Bei Setzern 
in der Druckerei, die beriberikrank wurden, traten Sehschwäche und 
Lähmung desrechten Armes als Frühsymptom auf. Diese Beispiele mögen 
genügen für die klinische Illustration meiner vorliegenden experimentellen 
Studie. Meine Aufgabe war es eben, diese Vorstellungen über die Be- 
ziehungen der funktionellen Inanspruchnahme einzelner Organe oder des 
ganzen Körpers zu der Lokalisation oder dem ganzen Verlauf der avitami- 
nösen Erkrankung einer exakten experimentellen Prüfung zu unterwerfen. 
Ich wähle folgende Versuchsanordnung: $ 
Versuchsreihe A. Ich ernáhrte 12 junge Ratten vitaminfrei mit ge- 
kochtem Weizenmehl, Reis und einem Salzgemisch. Nachdem die Tiere 
etwa 2 Monate vitaminfrei ernáhrt worden waren — ihr Kórperwachstum 
hatte fast ganz aufgehórt oder war nur unwesentlich weitergegangen —, 
wurden sie in zwei Gruppen von je 6 bzw. 5 Tieren geteilt. (Ein Tier war vor 
Beginn der Laufversuche gestorben.) Eine Gruppe mußte nun nach Analogie 
der bekannten Edingerschen Versuche (5) täglich in der Lauftrommel unter 
allmählicher Steigerung der Arbeitsleistung innerhalb 1 bis 4 Stunden etwa 
600 bis 2400 m laufen. Die zweite Gruppe dieser Ratten wurde in ihrem 
Käfig immer ruhig sitzen gelassen. Es zeigte sich nun, daß die Lauftiere 
allmählich spontan starben, während die Ruhetiere weiter lebten. Immer 


aber, wenn ein Lauftier spontan gestorben war, wurde auch sofort ein Ruhe- 
tier getötet, damit man für die anatomische Untersuchung des Körpers des 
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Lauftieres den Körper eines Ruhetieres zur Kontrolle hatte. Bei den Lauf- 
tieren trat in einem Falle eine schwere Lähmung beider Hinterbeine auf, in 
anderen Fällen stellten sich leichte Paresen in einzelnen Gliedmaßen ein. Bei 
den Ruhetieren wurden solche Lähmungserscheinungen nicht beobachtet. Das 
Körpergewicht der Lauftiere nahm mehr ab als das der Ruhetiere. Bei der 
anatomischen Untersuchung beschränkte ich mich auf die Anfertigung eines 
Rückenmarkschnittes aus verschiedenen Höhen des Organes. Die Färbung 
des Schnittes geschah nach der Marchischen Methode, um eventuell frische 
Degenerationen beobachten zu können. 

Nun kann man natürlich nicht erwarten, daß bei einer solchen nur sehr 
oberflächlich und allgemein orientierenden mikroskopischen Untersuchung das 
klinische Krankheitsbild, soweit es das Nervensystem betrifft, in jedem Falle 
durch den Obduktionsbefund restlos erklärt wird. Denn dazu wäre ja nicht 
nur eine Untersuchung mit Serienschnitten des Rückenmarks und Gehirns, 
sondern auch eine Untersuchung der peripherischen Nerven erforderlich 
gewesen. Mir lag nur daran, nachzusehen, ob sich überhaupt im Rückenmark 
bei den Lauftieren ernstere Veränderungen fänden, als bei den Ruhetieren. 

Im allgemeinen zeigten die Lauftiere im Rückenmark mehr degenerative 
Veränderungen als die Ruhetiere, aber die gefundenen Rückenmarks- 
veränderungen gingen in ihrer Intensität nicht immer parallel mit der 
Schwere der Lähmungserscheinungen. Es müssen also auch, was ja ver- 
ständlich ist, die peripherischen Nerven Sitz der Störung gewesen sein. 

Bemerkenswert ist ferner, daß die Degenerationen fast in allen Teilen 
des Querschnitts angetroffen wurden. Bald waren die Hinterstränge, bald 
die Seitenstränge, bald die Vorderstränge oder mehrere Stränge in wech- 
selnder Ausdehnung gleichzeitig befallen. Auch in der hinteren Wurzel 
waren Degenerationen gelegentlich nachweisbar. 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe kann in folgendem Satze zu- 
sammengefaßt werden: Durch die mit starker Körperbewegung ver- 
bundene gesteigerte Dissimilation in den verschiedenen Körperzellen 
werden bei der Avitaminose unter gleichzeitiger Körpergewichtsabnahme 
schwere Funktionsstörungen im zentralen und peripherischen Nervensystem 
wie in anderen Organen hervorgerufen, so daß mit oder ohne besondere 
Lähmungserscheinungen in der Skelettmuskulatur die Tiere früher dem 
Tode verfallen, als es durch die avitaminöse Störung allein bedingt wäre. 


Versuchsreihe B. In dieser Versuchsreihe hatte ich zwei Gruppen von 
jungen Ratten, deren erste Gruppe vitaminfrei gefüttert wurde, während 
die zweite Normalnahrung erhielt. Diese Gruppen wurden in zwei Unter- 
gruppen la und 1b bzw. 2a und 2b geteilt, und jede Untergruppe bestand 
aus drei Tieren. Die beiden Untergruppen la und 2a mußten täglich inner- 
halb 4 Stunden etwa 2400 m in der Lauftrommel zurücklegen. Im Gegensatz 
zu den Tieren der Versuchsreihe A wurde bei den Tieren der Versuchsreihe B 
gleichzeitig mit Beginn der vitaminfreien Ernährung auch mit dem täglichen 
Laufenlassen begonnen. 

Das Körpergewicht der vitaminfrei ernährten Lauftiere nahm nicht 
wesentlich stärker ab, als das Körpergewicht der vitaminfrei ernährten Ruhe- 
tiere; die normal ernährten Laufratten nahmen fast ebenso an Körpergewicht 
zu, wenn auch nicht ganz so stark wie die normal ernährten Ruhetiere. 

Spontan starben nur die vitaminfrei ernährten Laufratten. Lähmungen 
wurden nur bei den vitaminfrei ernährten Laufratten beobachtet. 
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Aus dieser Versuchsreihe B geht hervor: daß die vitaminfrei er- 
nährten Lauftiere stärker geschädigt werden als die vitaminfrei ernährten 
Ruhetiere, daß aber die normal ernährten Lauftiere im Vergleich zu ihren 
Ruhetieren keine nennenswerte Schädigung bei der geleisteten Arbeit er- 
fahren haben. Es zeigt sich also, daß die Avitaminose in hervorragender 
Weise den Boden für die Entwicklung von Schädigungen bereitet, die 
durch gesteigerte funktionelle Inanspruchnahme des Körpers ausgelöst 
werden, aber bei normaler Ernährung immer wieder kompensiert werden 
können. 


Versuchsprotokolle. 
Versuchsreihe A. 
| Laufratten 1 bis 6 | Ruberatten 7 bis 12 
Datum ı ı | 2]3]4]5]6 7 [8 Js | nm | nm im 


Körpergewicht in g 
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Datum y — == ¡A Ee IAS 
ENEXREA FIRME CREADA ERE 
| Körpergewicht in g | Körpe-gewicht in g 
l 
4. V. 95 | 100 | 135 105 | 120 | 115 | — |125 | 115 us 110 
10.V. 98 | 110 135 | 105 | 130 ¡120' 170 | 140 | 155 || 130 | 130 | 125 
20. V. |.100 109137107 | 129 |119| 192 | 142 | 156 | 131 | 129 | 126 
30. V. 90 95|130' 90 | 115 '110| 160 | 135 | 140 | 125 | 120 | 115 
) 8. VI. 80; 73115 85 110 | 110| 179 | 135 | 150 || 130 , 125 | 115 
19. VI. | 67 | tot [110 85 jgetótet 100| 190 | 140 | 165 | 150 | 140 | 115. 
29. VI. | tot | — | 87. 701 — | 85| 170 | 135 165 | 140 | 135 | 115 
A A Ee E E A e EC 











| 
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Versuchsreihe A. 


In der folgenden Tabelle stehen die spontan gestorbenen Laufratten 
mit den gleichzeitig getöteten Ruheratten auf einer Linie. 


Laufratte: 
Nr. 
Nr. 
Nr. 


QQ bei CD bäi Va 


Mikroskopische Untersuchung. 
Grade der Degeneration. 
Degeneration beiderseitig.) 


Laufratte 4. 


Halsmark: Spur Randdegeneration. 
Brustmark: V. $. Str. + H. Wurz. + 
Lendenmark: V. Str. + H. Wurz. +. 


Laufratte 2. 


Halsmark: V. Str.+ + V.S. Str.+ + 
H. Str. ++. 
Brustmark: Vacat. 
Lendenmark: V. Str. ++V. S. Str.++ 
H. Str. 0. 


Laufratte 6. 


Halsmark: Vacat. 
Brustmark: V. $. Spur. 
Lendenmark: V. S. Spur. 


Laufratte 1. 


Halsmark: V. S. + H. Str. Spur. 
Brustmark: Spur in allen Strängen. 
Lendenmark: Spur in allen Strängen 


Laufratte 3. 


Halsmark: V. Str. + V. S. Str. + 
H. Str. +. 
Brustmark: $. Str. + + H. Str. ++. 
Lendenmark: V. Str. + + $. Str.+ + 
H. Str. ++. 


Ruheratte : 

mit Nr. 11 

„ 99 7 

sn „ 12 

sn „ 9 

„ „ 8 
ohne Kontrolle. 


(Die Zahl der + Zeichen bedeutet die 
Wenn keine Seite angegeben ist, so war die 


Ruheratte: 11. 


Halsmark: 0. 
Brustmark: 0. 
Lendenmark: H. Str. +. 


Ruheratte 7. 


Halsmark: V. Str. + $. Str. +. 
Brustmark: V. Str. + 8. Str. +. 
Lendenmark: V. Str. + S. Str. +. 


Ruheratte 12. 


Halsmark: V. Str. + S. Str. +. 
Brustmark: V. S. Str. + H. Str. +. 
Lendenmark: V.S.Str. + 


Ruheratte 9. 


Halsmark: V. Str. + H. Str. +. 
Brustmark: V. Str. +. 
Lendenmark: Vacat. 


Ruheratte 8. 


Halsmark: V. S. Str. + LH Str+ + 
Brustmark in allen Str. +. 
Lendenmark: Fast 0. 


Laufratte 5. 


Halsmark: V. Str. + V. S. Str. + H. Str. +. 
Brustmark: V. Str. +++ $. Str. +++ H. Str. +++. 
Lendenmark: V. Str. + V. S. Str. + S. Str. +. 
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Aus dieser Versuchsreihe B geht hervor: daß die vitaminfres er- 
nährten Lauftiere stärker geschädigt werden als die vstaminfres ernährten 
Ruhetiere, daß aber die normal ernährten Lauftiere im Vergleich zu ihren 
Ruhetieren keine nennenswerte Schädigung bei der geleisteten Arbeit er- 
fahren haben. Es zeigt sich also, daß die Avitaminose in hervorragender 
Weise den Boden für die Entwicklung von Schädigungen bereitet, die 
durch gesteigerte funktionelle Inanspruchnahme des Körpers ausgelöst 
werden, aber bei normaler Ernährung immer wieder kompensiert werden 
können. 





Versuchsprotokolle. 
Versuchsreihe A. 
Laufratten 1 bis 6 | Ruberatten 7 bis 12 
Datum ı ı | 2]|3|4]|5]617][8]9]0]0u0] 2. 
aS — — — e 
| Körpergewicht in g i Körpergewicht in g 








| SD 
N GO ta CR 







































100 | — | 64 | 80 
100 | — | 63 | 80 
94 | — 57 75 
100 | — | 57 | 70 
100 | — |getótet| 71 
100 | — — 74 
100 | — — | 72 
100 | — — 172 
= g| — |- Tan 
— 97 | — — | 69 
— 96 | — — peros 
9. IV tot| — | 55; = | - | - [| — 88 getötet] — | — | — 
, — | — |tot| - | — | — | — hette —= | = | = + — 
Versuchsreihe B. 
| Avitaminöse Ratten Vitaminöse Ratten 
| | Tiere 1 bis 3 (la) || Tiere 4bis6 (1b) | Tiere 7 bis9 (2a) | Tiere 10 bis 12 (2b) 
Datum ee m 
HA To [ml 
Körpergewicht in g | Körpe:gewicht in g 
| 
4. V | 95/100 | 135 105 | 120 115| — |125 115 , 110 
10.V ' 98| 110| 135 ¡105 | 130 | 120' 170 | 140 130 . 130 
20.V 100 | 109 | 137 | 107 | 129 | 119 || 192 | 142 131 | 129 
30.V. 90, 95 | 130 90! 115 | 110) 160 | 135 125 | 120 
) 8. VI. 80| 73/115' 85| 110 |110 | 179 | 135 130 | 125 
19. VI. ¡| 67| tot | 110 | 85 getötet, 100 || 190 | 140 150 | 140 
29. VI tot | — | 87 | 140 | 135 





70| — | 85/ 170 | 135 
= | tot =|- | -i — 
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Versuchsreihe A. 


In der folgenden Tabelle stehen die spontan gestorbenen Laufratten 
mit den gleichzeitig getöteten Ruheratten auf einer Linie. 


Laufratte: 
Nr. 
Nr. 
Nr. 


nen Fäi We 


LE 


39 39 8 
ohne Kontrolle. 


Mikroskopische Untersuchung. (Die Zahl der + Zeichen bedeutet die 


Grade der Degeneration. 
Degeneration beiderseitig. ) 


Laufratte 4. 


Halsmark: Spur Randdegeneration. 
Brustmark: V. S. Str. + H. Wurz. + 
Lendenmark: V. Str. + H. Wurz. +. 


Laufratte 2. 


Halsmark: V. Str.+ + V. $. Str.+ + 
H. Str. ++. 
Brustmark: Vacat. 
Lendenmark: V. Str. ++V. S. Str.++ 
H. Str. 0. 


Laufratte 6. 


Halsmark: Vacat. 
Brustmark: V. S. Spur. 
Lendenmark: V. 8. Spur. 


Laufratte 1. 


Halsmark: V.S. + H. Str. Spur. 
Brustmark: Spur in allen Strängen. 
Lendenmark: Spur in allen Strängen 


Laufratte 3. 


Halsmark: V. Str. + V. 8. Str. + 
H. Str. +. 
Brustmark: S. Str. + + H. Str. ++. 
Lendenmark: V. Str. + + $. Str.+ + 
H. Str. ++. 


Wenn keine Seite angegeben ist, so war die 


Ruheratte: 11. 


Halsmark: 0. 
Brustmark: 0. 
Lendenmark: H. Str. +. 


Ruheratte 7. 


Halsmark: V. Str. + 8. Str. +. 
Brustmark: V. Str. + 8. Str. +. 
Lendenmark: V. Str. + S. Str. +. 


Ruheratte 12. 


Halsmark: V. Str. + $. Str. +. 
Brustmark: V. $. Str. + H. Str. +. 
Lendenmark: V. S. Str. + 


Rubheratte 9. 


Halsmark: V. Str. + H. Str. +. 
Brustmark: V. Str. +. 
Lendenmark: Vacat. 


Ruheratte 8. 


Halsmark: V. S. Str. + + H. Str+ + 
Brustmark in allen Str. +. 
Lendenmark: Fast 0. 


Laufratte 5. 


Halsmark: V. Str. + V. S. Str. + H. Str. +. 
Brustmark: V. Str. +++ S. Str. +++ H. Str. +++. 
Lendenmark: V. Str. + V. S. Str. + S. Str. +. 
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Aus diesen mikroskopischen Untersuchungen ist ersichtlich, daß bei 
allen Tieren frische Degenerationen im Rückenmark erkennbar waren. Die 
Laufratte 5 bot die schwerste Paraplegie der Hinterbeine. Ich füge eine 
Abbildung ihres Rückenmarkbefundes bei. Hier zeigte das Rückenmark mit 





Abb. 1. 


die schwersten Veränderungen. Jm allgemeinen sind die Degenerationen 
im Rückenmark bei den Laufratten stärker als bei den Ruhetieren; aber es 
kommt auch das Umgekehrte vor. Die Gründe dafür habe ich oben schon 
auseinandergesetzt. 
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Uber die Aktivierung des Labzymogens. 


Von 
B. J. Holwerda. 


(Aus der niederländischen Reichsversuchsstation zu Hoorn.) 
(Eingegangen am 15. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Auszüge der Kalbsmagen enthalten außer dem Labe die Vor- 
stufe desselben, das Labzymogen. Bekanntlich wird durch Säurezusatz 
oder durch mäßige Temperatursteigerung die labende Wirkung der 
Extrakte erhöht. 

Lörcher!) fand die Aktivierungsgeschwindigkeit verschiedener Säuren 
ihrer Avidität parallel. Er hat aber die Wasserstoffionenkonzentration seiner 
Auszüge nicht bestimmt, während die Fermente in manchen Fällen doch 
nur in Lösungen von bestimmter reeller Azidität haltbar sind. Auch die 
Untersuchungen Fulds®) und Hedins?) über die Überführung von Proferment 
in fertiges Labferment tragen diesem Faktor keine Rechnung. Aus einer 
Arbeit von Michaelis und Rothstein*t) über die Zerstörung von Lab und 
Pepsin durch Alkali geht hervor, daß das Ferment bei mehr alkalischer 
Reaktion als py = 6 mit meßbarer Geschwindigkeit zerstört wird. Northrop®) 
findet Pepsinlösungen stabil bei py = 5. 

Der Zweck dieser Arbeit war, die Aktivierung der zymogenhaltigen 
Lösungen und die Haltbarkeit der fertigen Lösungen mit Rücksicht 
auf die reelle Azidität zu untersuchen. Da es sich hier um die praktische 
Frage der Bereitung der Lablösungen, so wie sie im holländischen 
Molkereibetriebe angewandt werden, handelte, sind mehrere folgender 
Versuche angestellt mit Kalbsmagenextrakten, die den käuflichen 
Produkten möglichst gleich waren. Letzteren Umstand möchten wir 
ausdrücklich betonen. Die Art des Lösungsmittels des Fermentes, 
der Reinheitsgrad und die Stärke der Fermentlösungen beeinflussen 
. bekanntlich oft die Widerstandsfähigkeit und die Haltbarkeit. Vielleicht 
wird ein Teil der Abweichungen unserer Resultate von denen Michaelis 
und Rothsteins und Northrops diesem Faktor zuzuschreiben sein. 


1) Pflügers Arch. 69, 141, 1898. 
2) Ergebn. d. Physiol.-Biochem. 1, 468, 1902. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 187, 1911. 
, $) Diese Zeitschr. 105, 60, 1920. 
5) Journ. of general Physiol. 2, 471, 1920. 


382 B. J. Holwerda: 


Als Material dienten getrocknete Kalbsmagen des Handels; öster- 
reichische, polnische, russische und holländische. Die Extraktions- 
flüssigkeit war eine 10proz. NaCl-Lösung, der zuweilen 2%, Borsäure 
zugesetzt wurde; 25g der getrockneten Magen wurden mit 200 ccm 
der Salzlösung ungefähr 24 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert, 
der erhaltene Auszug wurde filtriert und oft sterilisiert mittels einer 
Chamberlandschen Kerze. 

Die Bestimmung der Stärke der Lablösungen geschah im Wasser- 
thermostaten (30°C). Zu O,lccm Lab wurden 25ccm Milch gegeben 
und die Gerinnungszeit bestimmt. Die Gerinnungsversuche wurden 
mit einem relativ so geringen Volumen des Labs angestellt, um den Ein- 
fluß der Reaktion der Lablösung oder deren Salzgehalt auf die Ge- 
rinnungszeit zu umgehen. Der Wirkungswert oder die Stärke einer 
Labflüssigkeit wird bekanntlich ausgedrückt durch die Teile Milch, 
die von einem Teil der Lablösung bei 35° C in 40 Minuten zum Gerinnen 
gebracht werden, und wird bestimmt mit Hilfe eines Normallabpulvers 
bekannter Stärke. Die Berechnung gründet sich auf das Zeitgesetz. 
Der Wirkungswert des Normallabpulvers kann, wie tan Dam!) an- 
gegeben hat, unabhängig von der inkonstanten Milch kontrolliert 
werden. Die Stärke der holländischen Handelslablösungen variiert 
von 12000 bis 16000. Die H-Ionenkonzentration der Auszüge wurde 
nach der elektrometrischen Methode bestimmt. Die pe - Messungen 
in Lösungen des angewandten Salzgehaltes sind einem sogenannten 
Salzfehler ausgesetzt. Wir werden hierauf später noch zurück- 
kommen. 

Einige Vorversuche zeigten, daß bei p, = 4,70 (25°C) die Über- 
führung von Proferment in Ferment ungefähr 3 Tage beanspruchte; 
bei py = 5,30 war die Aktivierungsgeschwindigkeit noch geringer. 
Die Gerinnungszeiten einer zymogenhaltigen Lösung, deren Py = 4,25 
oder 3,90 war, fingen schon nach einigen Stunden. an, unregelmäßig 
zu werden, was auf Schädigung durch zu hohe Azidität hinwies. 

Die eigentlichen Aktivierungsversuche in Lösungen verschiedener 
Azidität wurden wie folgt angestellt. An vier aufeinander folgenden 
Tagen wurden Portionen eines Auszugs mit HCl auf verschiedene 
Azidität gebracht und in einen Thermostaten bei 25% C gestellt. Der 
nicht angesäuerte Teil des Extraktes wurde im Eisschrank aufbewahrt; 
die Aktivierung desselben konnte alsdann vernachlässigt werden. 

Da die Zugabe der Säure eine Trübung der Lablösungen ver- 
anlaßte, wurde die kalte Flüssigkeit mit einer derartigen Menge Säure 
. versetzt, daß die Trübung mittels Zentrifugieren entfernt werden 
konnte. 


1) Landw. Versuchsstat. 78, 133, 1912. 


Über die Aktivierung des Labzymogens. 383 


Alsdann wurden Portionen des sauren Extraktes mittels Boraxlösung 
auf verschiedene Azidität gebracht. Es wurde wiederholt kontrolliert, 
daß trotz der etwas verwickelten Manipulation eine bestimmte Azidität 
gut reproduzierbar war, was wohl der starken Pufferwirkung der 
Lösungen zugeschrieben werden mag. 

Nach 4 Tagen bekamen wir also Serien verschiedener Azidität 
von vier Lösungen verschiedenen Alters. Die Gerinnungszeiten aller 
Proben eines Extraktes wurden dann mit derselben Milch bestimmt. 
Der Einfluß des Säuregrades und der Dauer der Säureeinwirkung geht 
aus den Gerinnungszeiten direkt hervor. Die Resultate der Aktivierungs- 
versuche bei 25°C finden sich in Tabelle 1. Die Gerinnungszeiten 
sind in Sekunden angegeben. Die mit denselben Buchstaben angegebenen 
Extrakte sind Auszüge einer selben Portion Kalbsmagen. 


Tabelle I. 
Aktivierung zymogenhaltiger Lösungen 25°, 












Gerinnungszeit 

der sauren Lösung nach Tagen 

| 2 3 4 

l0proz. NaCl, 10200 | AI 5,72 || 206 | 206 | 196 | 192 
sterilisiert AI 5,37 || 182 | 180 | 162 | 160 
AI 4,86 | 146 | 146 | 145 | 145 
AI 4,47 | 149 | 162 | 161 | 169 

AI 3,78 ı 341 | 398 | 426 | 431 

l0proz. NaCl, 8200 | AII 4,95 || 238 | 228 : 215 | 207 
sterilisiert A II 4,56 || 207 | 208 | 214 | 235 
AII 4,30 | 255 | 271 | 280 | 296 

AII 4,15 | 267 | 280 ' 538 | 337 

AII 3,90 | 383 | — — | 493 
l0proz. NaCl, 8500 | BI 4,98 || 290 | 253 | 225 | 225 
sterilisiert BI 4,58 || 224 | 238 | 249 | 251 
BI 4,40 || 231 | 256 | 261 | 281 

BI 4,27 | 231 | 282 | 288 | 311 
BI 3.96 341 | — | 434 | 500 
l0proz. NaCl, 5200 | BII 5,40 | 497 | 450 | 442 | 412 
sterilisiert BII 5,01 376 ¡ — 288 — 
0 B II 4,86 | 310 | 271 | 278 | 272 
BII 4,62 | 271 | 274 | 279 | 277 

B II 4,37 | 285 | 295 | 322 | 323 

| BII 4,11 | 313 | 375 | 405 | 402 

10proz. Naci, | 7700 | CI | 4,99 | 240 | 216 | 219 | 189 
sterilisiert CI 4,66 | 191 | 198 | 194 ; 195 
| CI 4,30 | 200 | 236 ` 244 289 

i CI 4,13 ' 231 | 311 339 ' 451 
CI 3,79 | 321 | 464 499 | 600 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 





Gerinnungszeit 
der sauren Lösung nacb Tagen 












Art der Extraktionss 
flússigkeit usw. 


l0proz. NaCl, | 6650 

















CII 5,52 498 | 466 | 425 376 

sterilisiert | ci 5,05 | 380 > u 

| CI 4,70 | 225 25 | 22 

S CII 4,32 | 225 | 227 | 234 | 234 

CII 4,09 ı 238 | 255 | 277 | 282 

l0proz. NaCl, | 6900 | DI 4,75 | 231 | 212 | 214 | 211 
sterilisiert | DI 4,53 230 | 220 ¡ 236 | 235 

| DI 4,28 | 234 | 248 269 294 

, DI 4,06 ; 260 | 295 | 327 379 

Ä DI 3,90 | 297 | 359 | 428 45l 

10proz. NaCl, | 5700 | DII 5,52 | — | 309i — | 283 
E E ailan e Se 
DII | 4,00 | 286 | 315 323 444 

| | DIE | 3,83 | 300 | 314 | 328 ' 505 

lOproz. NaCl, | 14200 | Am | 5,52 | 179 | 178 | 170 | 155 
nicht sterilisiert | AIII | 5/08 | 140 | 123 | 112 | 106 
` ATT | 4,79 | 102 | 104 | 105 | 105 

| ATIT | 440 | 108 113 198 | 130 

| ATT | 4,18 | 141 ; 157 , 183 | 195 

| A II | 4,06 | 165 | 191 | 226 | 236 

10 proz. NaCl + | 16300 EI | 5,71 | 155 153 144 | 144 
2proz. H,BO, — El ;. 5,54 y 149 | 142 | 127 ' 127 
nicht ii EI 5,32 | 133 124 105 , 98 

| EI 5,10 | 109 | 95 | op 92 

| EI 4,89 | 86 | 84 82| 83 

E I 467 | 81| 82 90| a 

, EI 449 ` 88 | 88 | 98 ' 107 


Aus den Zahlen der Tabelle I geht hervor, daß die Überführung 
von Proferment in Ferment sehr langsam vorgeht, wenn pp > 5 ist. 
Anderseitig ist es nicht geraten, die Aktivierung zymogenhaltiger 
Lösungen (25°) bei Py < 4,70 vorzunehmen. Das geeignete Akti- 
vierungsgebiet wurde für Magen verschiedener Herkunft dasselbe ge- 
funden. Deshalb wurden die Aktivierungsversuche bei 37° nur mit 
zwei Auszügen angestellt. Die p,,- Messungen geschahen bei 37%. Die 
Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 

Die Tabelle II zeigt, daß sich das geeignete Aktivierungsgebiet 
der Lösungen bei 37° ein wenig nach der alkalischen Seite verlegt hat; 
Pu = 4,89 fängt schon nach 4 Tagen an, schädigend zu wirken. Das 
geeignete Aktivierungsgebiet bei 37% ist ungefähr zwischen p, = 5,10 
und pa = 5,30. In der Abb. 1 sind einige Resultate graphisch 
dargestellt. Die Gerinnungszeiten der Portionen verschiedener Azidität 


Über die Aktivierung des Labzymogens. 385 














Tabelle II. 
Aktivierung zymogenhaltiger Lösungen 37°. 
o e _ Gerianungszeit 
4 Stärk y 
ar er Ka i Wonner Par der sauren Lösung nach Tem 
ER zer EMMA Er 
10proz. NaCl + | 9750 FI 5, 
proz. H,BO,, FI 5 
nıcht sterilisiert FI | 4 
FI 4 
FI 4 
10 proz. NaCl + 16300 EI 5 
proz. H,BO,, EI 5 
nicht sterilisiert EI 5 
EI 5 
EI 4 
EI 4 
EI 4 





einer zymogenhaltigen Lösung, die bei 25% und bei 37% während 4 Tagen 
aktiviert wurden, sind angegeben. 

Aus Tabelle I geht hervor, daß das geeignete Aktivierungsgebiet 
der zymogenhaltigen Lösungen durch die Anwesenheit der Borsäure 
nicht beeinflußt wird. Es konnte noch auf 
andere Weise erhärtet werden, daß Säuerung 
der Extrakte mittels Phosphorsäure oder Milch- 
säure statt Salzsäure zu demselben Schluß 
führte. Es war nämlich möglich, die zer- 
schnittenen Handelsmagen in einem P,O,- 
haltenden Vakuumexsikkator so weit einzu- 
trocknen, daß sie sich zu einem homogenen 
Pulver vermahlert ließen. Gleiche Portionen 
eines Pulvers wurden dann mit Salzlösungen 
zunehmender Azidität während 4 Tage im 
Thermostaten bei 25° extrahiert. Die Ge- 
rinnungszeiten der Filtrate zeigten ein Minimum 
in dem für Salzsäure ermittelten Gebiet. Ein = Se 2 SS 
Beispiel findet sich in der Tabelle III, woraus u 
zugleich hervorgeht, daß die Extraktion des Magenpulvers mittels mit 
Phosphorsäure oder mit Milchsäure angesäuerter Salzlösung zu dem- 
selben Ergebnis führt. 
| Das nach dieser Methode bestimmte geeignete Aktivierungsgebiet 

war dem für Salzsäure auf anderer Weise gefundenen immer gleich. 

Wir werden die diesbezüglichen Versuchsreihen hier nicht weiter er- 

wähnen. Es seien nur diejenigen mitgeteilt, die angestellt wurden, um 
Biochenische Zeitschrift Band 134, 25 
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Tabelle 111. 


Gerinnungszeit Gerinnungszeit 
der p der ; 
Milcbsáures H Pbosphorsäure» 
lösung lösung 














einigermaßen einen Einblick in die Größe des Salzfehlers unserer 
pa- Messungen zu erhalten. Zu diesem Zweck wurden gleiche Portionen 
eines Magenpulvers sowohl mit l0proz. NaCl-Lösungen, wie mit 
2,9proz. NaCl-Lösungen zunehmender Azidität extrahiert. Die Ge- 
rinnungszeiten der Filtrate zeigten ein Minimum; die H-Ionenkonzen- 
trationen einiger Filtrate wurden gemessen. Die Versuchsreihen wurden 
mit zwei verschiedenen Magenpulvern A und B angestellt. Die Resultate 
finden sich in Tabelle IV. 



































Tabelle IV. 
Gerinnungs- Gerinnungs Gerinnungss Gerinnungss | 
zeit i 
A 10 proz. ho 3 Pu 
NaCl Na Cl | 
204 — | © = 
152 — o — 
144 5,0 — 
142 4,8 — 
162 4,6 5,01 
191 — 4,88 
242 — 4,79 
e de NE 
SE Ke 





Das Pulver A wird bei pu = 4,84 in 2,9 proz. Salzlösung merklich 
geschädigt; für das Pulver B ist Py = 4,79 nicht ohne Gefahr. Die 
Ergebnisse obiger Versuchsreihen weisen darauf hin, daß das geeignete 
Aktivierungsgebiet (pe = 4,70 bis 5,0; Temperatur = 25°) nur gültig ist 
in lOproz. Salzlösungen. In weniger Salz enthaltenden Lösungen 
verschiebt sich das Gebiet wahrscheinlich etwas nach der alkalischen 
Seite. Ob diese Verschiebung ganz dem Salzfehler der Messungen 
zuzuschreiben ist, möchten wir dahingestellt sein lassen. Denn erstens 
ist eine Erklärung der Ursache des Salzfehlers bei elektrometrischen 
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Messungen noch mit einiger Unsicherheit verknüpft!), und zweitens 
wird die Wirkung der Wasserstoffionen auf die Überführung des Pro- 
fermentes in Ferment aller Wahrscheinlichkeit nach eine sekundäre 
sein. Man wird also vielleicht auch dem Einfluß einer Änderung des 
Salzgehaltes auf den Zustand des gelösten oder suspendierten Fermentes 
Rechnung zu tragen haben. 

Aus der Tabelle I geht hervor, daß eine Azidität, die dem Ferment 
nach 1 oder 2 Tagen nicht merklich schadet, bei längerer Einwirkungs- 
dauer einen Rückgang der labenden Wirkung verursachen kann 
(z. B. py = 4,58, B I). Es sollte also noch untersucht werden, ob es 
eine Azidität gibt, der das aktivierte Ferment ohne Gefahr einige 
Monate ausgestellt sein kann. Die zu diesem Zweck angestellten Ver- 
suchsreihen wurden in folgender Weise ausgeführt. Sterilisierte Magen- 
auszüge (die Extraktionsflüssigkeit enthielt wieder 10 proz. NaCl + 2proz. 
H,BO,) verschiedener Herkunft wurden bei pg = 4,80 (25%) aktiviert. 
Alsdann wurden verschiedene Teile eines Auszuges mittels einer Borax- 
lösung teilweise neutralisiert. Wenn das Zusetzen der Boraxlósung 
sehr vorsichtig vorgenommen wird, braucht das Ferment nicht ge- 
schädigt zu werden. Es ist uns aber nicht gelungen, die Neutralisierung 
der Fermentlösung mittels Lauge ohne Schädigung auszuführen; die 
unvermeidliche hohe örtliche Alkalität scheint momentan schädlich 
zu sein. Die Magenextrakte wurden Mitte Dezember 1921 aktiviert; 
mittels Boraxlösung wurde eine Serie abnehmender Azidität jedes 
Extraktes hergestellt und diese Versuchsreihen im Thermostaten bei 
25°C während einiger Monate aufbewahrt. Die Gerinnungszeiten 
wurden dann und wann bestimmt und mit Hilfe des Normallabpulvers 
zu gegenseitig vergleichbaren Werten umgerechnet. Die Resultate 
sind in Tabelle V zusammengestellt; die Gerinnungszeiten sind wieder 
in Sekunden angegeben. Die verschiedenen Nummern eines Extraktes 
sollten, wenn nicht geschädigt, in derselben Zeit gerinnen. Es war 
überflüssig, alle Aziditäten zu bestimmen; nur die Grenzen des stabilen 
Gebiets sollten ungefähr angegeben werden. 

Im allgemeinen zeigt sich also die zur Aktivierung geeignete 
Azidität bei längerer Einwirkungsdauer etwas schädlich. Die Ex- 
trakte verhalten sich in dieser Hinsicht aber nicht alle gleich. So 
wird z. B. das Extrakt L bei pe = 4,80 relativ weniger zerstört als 
die anderen. Es kann aber dennoch aus den angeführten Versuchs- 
reihen gefolgert werden, daß es zu empfehlen ist, Lablösungen, die 
10% NaCl als Konservierungsmittel enthalten, bei pa = 5,3 bis 6,3 
aufzubewahren. 


1) Uber Salzfehler bei elektrometrischer Messung z. B. Harned, Journ. 
Amer. Chem. Soc. 87, 2460, 1915, u. v. a. 
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Tabelle V. 
. Haltbarkeit fertiger Lablösungen verschiedener Azidität 25°. 










Stärke Gerinnungszeit 


Be 7 am ne am 17. März 
6400 Fi 4,80 187 206 | 248 
F 2 = 172 176 192 
F3 5,37 171 169 168 
F4 > f e 168 167 
F 5 6,06 | 171l 170 169 
4750 | Hi 4,83 259 280 308 
H 2 = 240 245 294 
H 3 5,11 230 228 228 
H 4 zZ 231 229 228 
H5 = 232 227 223 
H 6 = 230 227 229 
H 7 = 227 229 230 
H8 6,18 229 229 230 
5600 Kl 4,81 234 275 346 
K2 = 211 236 225 
K 3 5,23 205 193 193 
K 4 = 193 190 191 
K 5 e 195 193 191 
K 6 2 195 196 191 
K7 193 197 193 
K 8 6,38 194 197 192 
8800 L 1 4,80 141 144 = 
L2 4,98 135 131 135 
L3 5,20 133 131 128 
L4 E 129 130 128 
L5 e 130 127 127 
L6 = 131 128 127 
, L7 5,87 | 134 131 129 


Schließlich möchte ich noch bemerken, daß ich der Äußerung 
Fulds!): die Aktivierung des Labzymogens sei eine Reaktion erster 
Ordnung, nicht ohne weiteres beistimmen kann. Man wird doch bei 
Untersuchungen dieser Art die oben gefundenen Gebiete berücksichtigen 
müssen, besonders wenn man, wie Fuld, seine Meinung auf schnell 
verlaufende Aktivierungen gründet. Die von mir in dieser Richtung 
angestellten Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung befaßt sich mit der Aktivierung des Labzymogens 
in Lösungen, denen 10% NaCl als Konservierungsmittel zugegeben 


1) 1. c., S. 1. 
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ist. Es zeigte sich, daß eine Umsetzung des Profermentes ohne Schä- 
digung desselben mit geeigneter Geschwindigkeit nur in einem Gebiete 
bestimmter Azidität vor sich geht. Letzteres wurde bei 25° zu Du = 4,7 
bis 5,0; bei 37° zu pg = 5,1 bis 5,3 gefunden. Es wurde darauf hin- 
gewiesen, daß die p,-Messungen dieser Flüssigkeiten einem Salz- 
fehler ausgesetzt sind; die gefundenen Zahlen sind also nicht als absolut 
zu betrachten. Die geeignete Aktivierungsazidität schadet dem Ferment 
etwas bei langer Einwirkungsdauer. Es ist daher zu empfehlen, derartige 
Lablösungen bei py = 5,3 bis 6,3 aufzubewahren. Über diese für die 
Praxis der Käselabbereitung wichtigen Ergebnisse wird an anderer 
Stelle ausführlicher berichtet werden. 


Zur Pharmakologie des Selens und Tellurs, 


IV. Mitteilung. 
Einwirkung ihrer Säuren auf Trypanosomen in vitro. 


Von 
Fritz Lehmann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 15. September 1922.) 


In den vorangegangenen Mitteilungen hat Joachimoglu über die 
Wirkung des Selens und Tellurs auf verschiedene Schimmelpilze und 
Bakterien, insbesondere die der Typhus-Coligruppe [1920]*), sowie 
auf Diphtheriebazillen [1921]?) berichtet. Es fand sich (analog dem 
Arsen) eine Überlegenheit der vierwertigen Verbindungen gegenüber 
den sechswertigen. Ferner eine elektive Einwirkung des Te auf die 
Bazillen der Typhus-Coligruppe, während Schimmelpilze sich so gut 
wie unempfindlich zeigten und Diphtheriebazillen erst bei hohen Kon- 
zentrationen beeinflußt wurden. 

Zur Anwendung gelangten die Na-Salze der Tellursäure und 
tellurigen Säure bzw. der Selensäure und selenigen Säure. 

Prof. Joachimoglu veranlaßte mich, in gleicher Weise die Einwirkung 
dieser Salze auf Morphologie und Biologie der Trypanosomen in vitro 
zu untersuchen. 





Der für die Versuche verwandte Stamm von Trypanosoma equi- '' 


perdum wird am Institut seit einem -halben Jahre in weißen Mäusen 
fortgezüchtet. Seine Virulenz hat einen konstanten Wert erreicht. 
Die mit trypanosomenhaltigem Blut intraperitoneal infizierte Maus 
stirbt nach 5 bis 6 Tagen. Vom 2. bis 3. Tage der Infektion an sind 
die Parasiten im peripheren Blut in rapid steigender Zahl nachzuweisen. 
Kurz vor dem Tode kann ihre Zahl die der roten Blutkörperchen er- 
reichen und übersteigen. 


1) G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 125, 300. 
2) OG. Joachimoglu und W. Hirose, ebendaselbst 125, 1. 


| 
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Zur Biologie der Trypanosomen seien einige Vorbemerkungen 
erlaubt, die für die Versuchsanordnung zu berücksichtigen waren. 


Zunächst ist es nach den Untersuchungen von Schern [1911]}) 
durchaus nicht gleichgültig, in welchem Stadium der Infektion das 
Untersuchungsmaterial entnommen wird. Die Lebensdauer der Trypa- 
nosomen außerhalb des Tierkörpers schwankt je nach dem Stande 
der Infektion. Je weiter diese fortgeschritten, desto labiler sind die 
Parasiten. 


Von wesentlicher Bedeutung ist dabei die Konservierungsflüssigkeit. 
In 0,5proz. NaCl-Lösung sterben sie nach ungefähr 1 Stunde. Die 
sogenannte „physiologische Kochsalzlösung‘“ ist eben durchaus keine 
physiologische. Den Trypanosomen gegenüber spielt sie noch nicht 
einmal die Rolle einer ‚anatomischen Kochsalzlösung‘‘ [Straub?)]. 
Diese quellen darin auf und nehmen bizarre Formen an. Doerr und 
Berger [1920]?) bestätigen das gleiche Verhalten für Ringerlósung. 
Durch Zusatz von 20 Y, inaktiviertem Meerschweinchenserum konnten 
sie die Trypanosomen dagegen mehrere Stunden am Leben erhalten. 
Schern konnte sogar schon unbeweglich gewordene Trypanosomen 
durch öfteres Zusetzen von frischem Serum oder Leberextrakt 50 Stunden 
länger am Leben erhalten als in den Kontrollröhrchen. 


Auch die Protozoen unseres Versuchsstammes verloren nach etwa 
1 Stunde ihre Beweglichkeit (und manchmal auch schon ihre Infek- 
tiosität) in 0,9proz. NaCl, Natrium citr. + NaCl, Kalium oxal. + NaCl 
und Ringer. Außerdem untersuchte ich aber noch auf Veranlassung 
von Prof. Joachimoglu ihr Verhalten in Tyrodelösung. Diese zeigte 
überraschende Eigenschaft. Sobald die Trypanosomen in Tyrode 
gebracht wurden, gerieten sie in blitzschnelle Bewegung. Der ganze 
Körper schlug und zitterte so heftig, wie es in keinem frisch ent- 
nommenen Blutstropfen je der Fall ist, und diese wilde Bewegung 
hielt 4 bis 6 Stunden an, während die Ringerkontrollen schon 
nach 1 Stunde unbeweglich waren. Dabei war es gleichgültig, ob 
die Tyrodelösung verdünnt wurde oder nicht. 0,5ccm Tyrode zu 
0,5 ccm einer wässerigen Telluritlósung 1: 500 gesetzt, die regelmäßig 
nach 30 Minuten Hämolyse und Trypanolyse bewirkte, erhielt die 
Trypanosomen noch lange nach eingetretener Hämolyse in ihrer Form 
und Beweglichkeit). 


1) K. Schern, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 88, 338. 

2) R. Dörr und W. Berger, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 95, Heft 3. 

3) W. Straub, Münchn. med. Wochenschr. 1920, Nr. 9. 

4) Diese Beobachtung wurde nur gelegentlich einmal gemacht. Der 
Impfversuch nach 2%, Stunden fiel negativ aus. Die Versuchsanordnung 
wurde nicht wiederholt. 
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Tyrode ohne CaCl, zeigte nichts von dieser Wirkung. Ebenso, 
wie erwähnt, auch nicht Ringerlösung, die CaCl, enthält. Die inter- 
essante Erscheinung ist also nicht an die Anwesenheit einzelner Ionen, 
wie Ca, gebunden, sondern von einer bestimmten lonenkorrelation 
abhängig. 

Wiederbelebung unbeweglicher Trypanosomen (wie Schern) konnte 
ich bei Tyrodezusatz nicht beobachten. | 

Fast ebensolange wie in Tyrode halten sich die Trypanosomen 
auch in verdünnten Bouillonlösungen. | 

Nach dem Gesagten empfiehlt sich zur Beachtung: 

1. Die Trypanosomen für die Versuche Mäusen, die am Ende 

der Infektion stehen, zu entnehmen. 

2. Die Wirkung der vier- und sechswertigen Salzlösungen an der- 

selben Maus entstammenden Trypanosomen zu vergleichen. 

3. Bei Einwirkungsdauer von über 30 Minuten statt 0,9 proz. NaCl- 

Tyrodelösung zu verwenden. 
Die Einzelheiten der Technik seien nur angedeutet: 


Weiße Maus kurz vor dem Tode, Trypanosomen im Blute +++. 
Aus der Schwanzspitze werden ungefähr gleich große Blutströpfchen ge- 
streift, mit einer Kapillare entnommen und sofort in die zu prüfenden 
Lösungen gebracht. Schütteln der Röhrchen. Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur. Flüssigkeitsmenge in jedem Röhrchen l cem. Die Serum- 
menge kommt so für die Konzentration praktisch nicht in Frage. 

Zur mikroskopischen Beobachtung wird ein Tröpfchen unter das 
Deckglas gebracht. 

Die intraperitoneale Überimpfung erfolgt mit einem zu feiner Spitze 
kurz ausgezogenen Glasróhrchen. Vom Boden des Röhrchens wird mit 
der Kapillare ein Tropfen auf einen Objektträger gebracht, von hier mit 
der Impfspitze aufgenommen. Bei höheren Konzentrationen, 1: 100 bis 
1: 500, wird erst zentrifugiert und die überstehende Flüssigkeit durch 
NaCl bzw. Tyrode ersetzt. 

Um die reine Wirkung der zu prüfenden Ionen beurteilen zu können, 
muß das neue Milieu, in das Blutkörperchen und Trypanosomen gebracht 
werden, so beschaffen sein, daß nur chemische Unterschiede zur Wirkung 
kommen können, alle physikalischen nach Möglichkeit ausgeschaltet werden. 
Vor allem muß der osmotische Druck in allen Röhrchen gleich sein. Vor- 
versuche mit wässerigen Te- und Se-Lösungen zeigten, daß in den ver- 
wandten Konzentrationen 1: 1000 bis 1: 5000 sofort Hámolyse und Trypa- 
nolyse eintritt, wobei es sich, wie aus den folgenden Versuchen hervorging, 
um keine spezifische Ionenwirkung des Te oder Se handelt. (Die Konzen- 
tration der Salzlósungen ist stets auf den Gehalt an TelV, TelV bzw. Seil, 
SeVI bezogen.) 

Die Lösungen wurden daher durch Zugabe der fehlenden Menge NaCl 
einer 0,9proz. NaCl-Lösung isotonisch gemacht, z. B. einer TeVI-Lösung 
1: 500 (enthält 1,737 g Na,'TeO, : 500,0) werden zugegeben 3,792 g NaCl. 

Von dieser Stammlósung können mit 0,9% NaCl alle Verdünnungen 
hergestellt werden, ohne den osmotischen Druck zu ändern. 
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Zur Erläuterung sei das Protokoll eines Versuchs angeführt, bei 
dem die Wirkung aller vier Salze auf die Trapanosomen derselben Maus 
verglichen wird. 









































Tabelle I. 

Maus Nr. 45. Trypanosomen +++. 12. Juni 1922. 
E DE E O O O 
2 O 0 ob ta : L. p. a” 
32 e 0,9 Konzen» | SE 3 Mikroskop ee u le E A 

Eh Nr. GE 
3 a 
träge | 53 12. Tag +++ 
kaum noch 5 — — lebt 
beweglich 
träge 31 6. Tag | +++ 
kaum noch | 62 — — lebt 
beweglich 
Tabelle IT. 
320 ea 
an a] Get Mikroskop P 
a BS e =“ 
zZ. 
EE Sg 

0,8 | 0.2 lebhaft | 54 |4.Tag | — 

0,8 | 0,2 sehrschwach 34 |6. ,, dnde 

beweglich 

0,2 0,8 lebhaft 10 To Mide de 

0,2 0,8 sehrschwach| 22 8 „ |+++ 

beweglich 
Tabelle III. 

















Ze By FA 

372 355 | Mikroskop aber, 

373 S GE 

0,8 | 0,2 | 1:625 | 30 ¡sehrschwach| 30 | 3. Tag | = 

beweglich | 

0,8 | 0,2 1: 625 60 |unbeweglich | 68 — Co lebt 

0,2 , 0,8 | 1:2500| 30 jsehrschwach 91 | 12.Tag +++ 
beweglich | | 

0.2 : 0,8 | 1:2500! 60 Junbeweglich 3 | — | — | lebt 


Der Unterschied ist deutlich. In Tellurit und Selenit sind die 
Trypanosomen nach 60 Minuten nicht mehr infektiös, während Tellurat 
und Selenat wie die Kontrollen ohne Einfluß bleiben. Kürzere Ein- 
wirkungsdauer vertragen die Trypanosomen auch in Tellurit und Selenit. 


1) lebt = lebt nach 3 bis 4 Wochen. 
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` Tabelle IV. 
Konzens E F : Trypas 55 
tration GER Mikroskop nosomen ; BS 
S e 
1:625 | 30 | schwach ne 
beweglich | 
1: 625 60 schwach +++ 
beweglich 
0,2 0,8 | 1: 2500 | 30 schwach +++ 
beweglich 
0,2 0,8 | 1:2500 | 60 schwach as, 
beweglich Ä 
Kontr. 1,0 — 30 lebhaft +++| 
Kontr. 1,0 — 60 schwach | ++ 
beweglich ks | 


Die Versuche zur genauen Bestimmung der Konzentrationsgrenze 
mußten aber in Tyrodelösungen vorgenommen werden. (Wie oben 
erwähnt, verlieren die Trypanosomen in Kochsalzlösung manchmal 
schon nach 60 Minuten ihre Infektiosität.) Die Isotonie brauchte hier 
nur annähernd erreicht zu werden dadurch, daß lproz. Tellur- und 
Selenlösungen als Stammlösungen für die weiteren Verdünnungen mit 
Tyrode gewählt wurden. 

Bei konstanter Einwirkungsdauer von 60 Minuten zeigte sich, 
daß in Tyrode erst viel stärkere Konzentrationen wirksam waren als 


Tabelle V. Na-Tellurit. 





Maus Nr. 13. Trypanosomen +++. 2. Juli 1922. 
TelV, ` Géi infialert Tot Trypa» : 
EE d EE Mikroskop Maus ` am nosomen | Bemerkungen 











1:125 | 60 | sofort Hámolyse | 67 | — — | lebt 
1:200 | 60 beweglich | 12 i — = lebt 
1: 300 | 60 e i 34 /10.Tg | — 

1:500 | 60 = | St: E Bin ëch 

1:625 | 60 $ 71 | = | lebt ?) 
1:833 | 60 | S ‚31 | 10.Tag: + | 


1) lebt = lebt nach 3 bis 4 Wochen. 

2) Trotz sorgfältiger Technik gelangten manchmal keine Trypanosomen 
in die Impfkapillare, so daß scheinbare Widersprüche entstehen. Maß- 
gebend sind aber die positiven Fälle, bei denen die Infektion angegangen 
ist. Bei genügender Wiederholung und Mäuseopferung ließen sich wohl 
gleichmäßigere und vollständigere Tabellen erzielen. Aber in unserer 
wirtschaftlichen Not müssen wir, wie so manches andere, auch die Schön- 
heitsfehler unserer Tabellen übersehen lernen. 


Dm ee, D 
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Tabelle VI. 
Na-Tellurat. 
Maus Nr. 10. Trypanosomen +++. 19. Juni 1922. 
















| L p. 
Mikroskop e 























l: sofort Hämolyse 
1 : 200 TT „ 
1: 300 nach 10 Hámolyse 
1 A 400 99 10 LE 
1: 500 | sehr schwach | 54 
| | beweglich | | 
Maus Nr. 13. Trypanosomen + + +. 2. Juli 1922. 
1 : 200 | 60 Hämolyse 11 — — lebt 
1:800 ¡| 60 D 98 11. Tag | +++ 
Tabelle VII. 
Na-Selenit. 
Maus Nr. 13. Trypanosomen + + +. 2. Juli 1922. 
2 . Lp. 
ns E Mikroskop en e RÄ ee Bemerkungen 





Tabelle VIII. 
Na-Selenat. 
Trypanosomen +++. 20. Juni 1922, 





Mikroskop 













81 2. Tag 
50 | 11. Tag 
96 8. Tag 
40 — lebt1) 
12 | 10. Tag 
Trypanosomen + + +. 22. Juni 1922. 
1:100 | 60. | sehr schwach ' 60 ! 12. Tag ¡ +++ 
f ` beweglich | | 
1:125 || 60 |schwach Beweglich 30 Se = lebt!) 


1) Siehe Fußnote ?) S. 394. 
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in Kochsalz. Die Grenzwerte waren nicht in allen Versuchen genau 
dieselben, was wohl mit der verschiedenen Labilität der Trypanosomen 
zusammenhängt. 


Infektionsversuche wurden an insgesamt 130 Mäusen vorgenommen. 
Es seien hier nur die Stellen der Protokolle wiedergegeben, an denen 
sich die höchsten noch unwirksamen Konzentrationen finden. 


Aus den Tabellen geht hervor, daß die Empfindlichkeit der Trype- 
nosomen gegen Tellur und Selen eine sehr geringe ist. Es wurden 
nach 60 Minuten noch unwirksam gefunden: 


Tellurit bei einer Te!VY-Konzentration von 1 : 500, 


Tellurat ,  ,,  TeVl. o „ 1:300, 
Selenit ,, ` Selv. i „ 1:500, 
' Selenat ,,  ,, SevL 5 „ 1:100. 


Tellurit zeigt sich dabei etwa zweimal so wirksam wie Tellurat, 
Selenit etwa fünfmal so wirksam wie Selenat. 


Eine Virulenzabschwächung hat die Behandlung der Trypanosomen 
mit Tellur- und Selenlösungen nicht zur Folge. Die Dauer der Infektion 
schwankte zwar von 6 bis höchstens 14 Tagen. (Die einzige Ausnahme 
bildet Maus Nr. 99 in Tabelle VI. Hier handelt es sich um den seltenen 
Fall eines Rezidivs. Die am 10. Tage im Blute aufgetretenen Parasiten 
verschwanden wieder vom 12. bis 16. Tage.) 


Diese Schwankungen in der Infektionsdauer können aber nur 
von der Zahl der infizierenden (überlebenden) Trypanosomen abhängen. 
Daß nicht alle Protozoen zur gleichen Zeit absterben, läßt sich im 
Mikroskop leicht erkennen. Die Stadien des Absterbens finden sich 
nie gleichmäßig im selben Präparat. Neben gequollenen, unbeweg- 
lichen, aufgelösten finden sich lange noch mehr oder weniger in ihrer 
Form und Beweglichkeit erhaltene Exemplare. 


Auch Kontrolltiere, die nach Aufenthalt der Trypanosomen in 
Kochsalz und Tyrode infiziert wurden, blieben bis zu 14 Tagen am 
Leben. 


Hiermit stehen die Befunde Dörrs und Bergers im Einklang, nach 
deren sorgfältigen Untersuchungen die Virulenz der Trypanosomen 
ihrer Vermehrungsgeschwindigkeit entspricht. Sie stellten fest: „Die 
Inkubationsdauer und Gesamtdauer der Infektion waren von der 
Menge der intraperitoneal inokultierten Trypanosomen abhängig.“ 


Und: ‚Die Nachkommen der durch eiweißfreie Salzlösungen bis 
zur äußersten Toleranzgrenze beeinflußten Parasiten vermehren sich 
offenbar im gleichen Tempo, wie diejenigen, welche von möglichst 
schonend behandelten Exemplaren abstammen.'' 


u Mu. 
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Zusammenfassung. 

1. Während Trypanosomen in Kochsalz- und Ringerlósung nach 
ungefähr 1 Stunde zugrunde gehen, bleiben sie in Tyrode- und ver- 
dünnter Bouillonlösung mehrere Stunden am Leben. 

2. Trypanosomen werden erst bei hohen Selen- bzw. Tellur- 
konzentrationen abgetötet. Nach einstündiger Einwirkung erwiesen 
sich folgende Konzentrationen noch als unwirksam: Für Tellurit 1 : 500, 
für Tellurat 1: 300, für Selenit 1:500, für Selenat 1:100. Eine be- 
stimmte Grenze läßt sich wegen der schwankenden Labilität der Trypa- 
nosomen nicht angeben. 

3. Eine Herabsetzung ihrer Vermehrungsgeschwindigkeit (Virulenz) 
erfolgt durch Behandlung der Trypanosomen mit Selen und Tellur nicht. 

4. Auch gegenüber Trypanosomen sind Selenite und Tellurite 
wirksamer als Selenate und Tellurate. 





Über oligodynamische Metallwirkung. 
Von | 


Josef Schumacher (Berlin). 
(Eingegangen am 15. September 1922.) 


Für die Ursache der oligodynamischen Wirkung der Metalle 
machen die meisten Autoren mit Recht deren Löslichkeit verant- 
wortlich. 


Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen glaubt man, daß zur 
Erreichung dieser Wirkung minimale, chemisch nicht nachweisbare Mengen 
der Metalle genügen. Saxl (1) glaubte dagegen auf Grund seiner Unter- 
suchungen irgend eine unbekannte physikalische Energie mit Fernwirkung 
annehmen zu müssen. Die inzwischen erhobenen Befunde stellen jedoch 
die Tatsache sicher, daß es sich bei der Entfaltung der oligodynamischen 
Metallwirkung hauptsächlich um Lösungsvorgänge handelt und daß dabei 
die Metallionen in erster Linie mitbeteiligt sind. 

Für das Vorliegen von Lösungsvorgängen sprechen unter anderen Ver- 
suchen die Ergebnisse Acéls (2). Während vorher der Nachweis des Silbers 
im Wasser, das durch dieses keimtötend wurde, niemandem gelungen war, 
auch nicht bei noch so hoher Konzentrierung der Flüssigkeiten durch Ein- 
dampfen, konnte Acél den Silbergehalt solcher Wässer dadurch nachweisen, 
daß er die betreffenden Wässer gänzlich in einer weißen PorzeHanschale 
zur Trockne verdampfte und zum Rückstand einige Tropfen verdünnten 
Schwefelammons gab. Auf dem Boden der Porzellanschale entstand so eine 
auf dem weißen Grunde gut sichtbare, mehr oder minder braune bzw. 
braunschwarze Verfärbung von Schwefelsilber. Brachte Acel zum Rück- 
stand eine verdünnte Lösung von chromsaurem Kali, so erhielt er die für 
Silber charakteristische rötliche Färbung, während die Kontrollproben 
negativ ausfielen. 

Für die Mitbeteiligung der Metallionen bei der Entfaltung der oligo- 
dynamischen Wirkung sprechen unter anderen Beobachtungen mehr 
physikalisch-chemischer Natur (Aktivierung der Wände von Glasgefäßen, 
Glasstücken, Zellen) vor allem die Tatsachen, daß ‚‚oligodynamisch“ ge- 
machte Wässer auch durch dieselben Substanzen inaktiviert werden können, 
die auch eino Neutralisation von Metallsalzlösungen zu bewirken vermögen. 
Hier verdient in erster Linie die Erscheinung angeführt zu werden, daß es 
gelungen ist, wirksame ,,oligodynamisch* gemachte Wässer ihrer bakterien- 
vernichtenden Kraft zu berauben, wenn man sie vorher mit Schwefel- 
ammonium- oder Kochsalzlösungen behandelt hatte [Süpfle, Acél (3)]. 


E TTT ` 
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Eiweißstoffe wirkten in ähnlicher Weise auf solche Wässer ein durch Bildung 
von Metallalbuminaten. Die Konzentrationsfähigkeit durch Eindampfen 
und das Vermögen durch tierische Membranen (Doerr), Gallerten usw. zu 
diffundieren, teilen die ,,oligodynamisch* gemachten Wässer ebenfalls mit 
den Metallsalzlösungen. 

Wenn das Vorhandensein von Silberionen in den „oligodynamisch‘“ 
gemachten Wässern durch die Versuche von Acél in den Rückständen 
dieser Wässer auch hinreichend exakt bewiesen ist, so steht der Nach- 
weis der Silberionen in den nicht eingedampften Wässern noch aus. 
Die Empfindlichkeit der gewöhnlichen chemischen Reaktionen des 
Silbers reicht bekanntermaßen zu diesem Nachweis nicht aus. Dieser 
Nachweis gelang mir auf folgende Weise. Den Untersuchungen liegt 
eine schon vor 7 Jahren gemachte Beobachtung zugrunde (4). Als 
ich damals auf gonokokkenhaltige Eiterausstriche, die vorher mit 
einer Silbersalzlösung behandelt worden waren, eine Leukomethylen- 
blaulösung einwirken ließ, so wurden die Ausstriche momentan blau, 
da sich die Kerne der Leucocyten und die Gonokokken intensiv gebläut 
hatten, während sich gewöhnliche, nicht mit Silber vorbehandelte 
Ausstriche erst nach sehr viel längerer Zeit blau färbten. Aus dieser 
Beobachtung schloß ich damals, daß den Metallen hierbei ein kata- 
lytischer Einfluß zukomme, der durch eine raschere Oxydation des 
Leukomethylenblaus eine raschere Bläuung der Präparate bewirkte. 
Ähnliche Beobachtungen hatte bereits Schade (5) an Sublimat-Guajak- 
tinkturmischungen gemacht. 

Die zu unserem Versuch erforderliche Leukomethylenblaulösung 
bereiten wir uns auf folgende Weise. Wir geben zu 100 ccm einer Lé proz. 
Lösung von reinem Methylenblau?!) (medicinale) in einem Erlenmeyerkolben 
7 Tropfen konzentrierten HCl und 5ccm einer 10 proz. Rongalitlösung 
(Hollborn, Leipzig). Unter stetem Umschütteln wird erwärmt, bis eben Ent- 
färbung eingetreten ist, worauf sofort unter der Wasserleitung abgekühlt 
wird. Bei etwa vorhandener Trübung wird filtriert. Die Lösung ist einige 
Tage haltbar. 

1. Versuch. Wir bringen in zwei Reagenzgläser je 4ccm dieser Leuko- 
methylenblaulösung. Zu der einen Probe geben wir aber außerdem die 
gleiche Menge einer 1 proz. Silbernitratlösung, wodurch die vorher farblose 
Lösung fast sofort (etwa Y, Sekunde) tiefmethylenblau wird, während die 
Kontrolle bei dieser Versuchsanordnung erst nach 3 Tagen anfängt, sich 
himmelblau zu färben, und erst am vierten Tage tiefmethylenblau ge- 
worden ist. 

Wir sehen also hier eine ganz enorme Beschleunigung der Oxydation 
der Leukomethylenblaulösung und können uns durch weitere Ver- 
suche leicht davon überzeugen, daß diese Oxydationsbeschleunigung 


1) Unreines Methylenblau wird bei der Reduktion nicht farblos, sondern 
schmutzig rosa, da die hierbei vorliegenden Farbverunreinigungen kein 
weißes Leukoprodukt liefern. Solches Methylenblau verwendet man daher 
am besten nicht. 
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an das Vorhandensein freier Meallionen gebunden ist. Noch etwas 
rascher (momentan) als durch Silbernitrat erfolgt die Bläuung des 
Reagens durch Goldchlorid, während Quecksilbersalzlösungen ganz 
erheblich länger gebrauchen, um das Reagens methylenblau zu färben. 
Bezüglich der Schnelligkeit der eintretenden Oxydation steht das 
Silber also in der Mitte zwischen Au und Hg. Sehr hübsch fällt ein 
Kalomelversuch aus. Nach etwa 10 bis 15 Minuten beginnt das weiße, 
am Boden des Reagenzglases befindliche Kalomel sich himmelblau zu 
färben, um nach etwa 1 Stunde tiefblau zu werden, während die über- 
stehende Flüssigkeit absolut farblos ist. Nucleinsaure Schwermetall- 
salze bläuen sowohl in vitro als auch in der Zelle in absteigender Reihen- 
folge: Au, Ag, Hg schon nach kurzer Zeit. Dagegen bläuen alle kom- 
plexen Salze der Schwermetalle das Leukomethylenblau nicht oder, 
sofern sie rasch sekundär freie Ionen abgeben, machen sie die Lösung 
grünstichig. Auf das Verhalten weiterer Metallsalze, deren Wirkung 
ich in meinem zitierten Vortrag demonstriert habe (6), soll bei anderer 
Gelegenheit näher eingegangen werden. 


Ähnliche Beobachtungen, auf die ich erst nach meinem Vortrage auf- 
merksam gemacht wurde, liegen von Pferffer und Kadletz (7) vor. Brachten 
die Autoren einen Cu-Draht in farblosen Fuchsinagar (das Fuchsin war 
durch Natriumsulfit vorher reduziert worden), so zeigte sich schon nach 
wenigen Stunden ein zuerst leicht, dann intensiv rot gefärbter Hof von ganz 
bestimmter Form um den Metalldraht. Die Fuchsinwirkung des Kupfers 
trat nicht in Erscheinung, wenn unter Sauerstoffabschluß in einer Stick- 
stoffatmosphäre gearbeitet wurde. 


Waren in ‚„oligodynamisch‘‘ gemachten Wässern Metallionen zu- 
gegen, so mußten sie aller Voraussicht nach mit dieser Versuchs- 
anordnung nachzuweisen sein. Und das ist in der Tat der Fall. Da 
aber einerseits in der oben erwähnten Leukomethylenblaulösung etwas 
Rongalit im Überschuß vorhanden ist und daher bei schwacher Oxy- 
dation und schwacher Bläuung oft wieder eine Entfärbung eintritt 
und wir andererseits in oligodynamisch gemachten Wässern nur geringe 
. Mengen von Silberionen erwarten dürfen, habe ich zu diesem Nachweis 
die oben gebrauchte Leukomethylenblaulösung zehnfach verdünnt an- 
gewendet. 


2. Versuch. Zur rascheren Erzielung eines etwaigen Silbergehaltes wurde 
in der Siedehitze gearbeitet. Ein altes dänisches Zweikronenstück (1876) 
wurde in ein kleines Becherglas gebracht und 40 ccm reines destilliertes 
Wasser zugegeben. Nachdem zum Sieden erhitzt worden war, wurde weiter 
kochen gelassen, bis das Wasser auf etwa 10ccm eingedampft war. Brachte 
man nun gleiche Mengen des so erhaltenen Wassers zu gleichen Mengen der 
zehnfach verdünnten Leukomethylenblaulósung, so trat momentan Himmel- 
blaufärbung auf. Selbstverständlich wurde vorher eine Probe des ver- 
wendeten säurefreien Wassers (in demselben Becherglas ohne Metallmünze 
ebensolange gekocht) auf etwa vorhandene oxydierende Eigenschaften 
geprüft. Dieser Kontrollversuch verlief negativ. 
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Da wir sehen, daß einerseits eine eintretende Bläuung des Reagens 
nur durch freie Metallionen erfolgt und bei negativem Kontrollversuch 
das mit der Münze in Berührung gewesene Wasser jetzt das Reagens 
zu bläuen vermag, so ist damit der Nachweis freier Silberionen in 
diesem Wasser geführt, da eine andere Erklärung bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht in Frage kommen kann. 


3. Versuch. Das aus dem Wasser herausgenommene Kronenstück, das 
vorher die bekannte grauschwarze Farbe alter Münzen zeigte, war durch 
seinen Aufenthalt im Wasser blank geworden. Es wurde nun in eine 
Porzellanschale mit der konzentrierten Leukomethylenblaulösung gebracht. 
Momentan überzog sich die Münze mit einer tiefblauen Schicht, während 
die Flüssigkeit farblos blieb. Erst nach Schütteln entstanden blaue 
Schlieren, die von der Münzenoberfläche ausgingen und sich in der Flüssig- 
keit verteilten. 


Durch dieses einfache Aufkochen waren offenbar der Münze noch 
nicht alle Silberverbindungen entzogen worden, bei zweimaligem Auf- 
kochen war aber der Effekt bereits etwas geringer. Daß auf diese Weise 
den Metallen die Stoffe sukzessiv entzogen werden können, die die 
Wässer zu aktivieren vermögen, hat schon Doerr (8) gezeigt. 

Was nun die Erklärung der oligodynamischen Wirkung des Silbers 
anlangt, so beziehen wir diese auf Grund der Untersuchungen vieler 
Autoren auf den Einfluß der Metallionen. | 


Wiederholen wir den bekannten Versuch und geben zu einem frisch 
gegossenen, noch flüssigen Nährboden eine Silbermünze. Dann beobachten 
wir um diese herum den bekannten keimfreien Hof, an dessen Peripherie wir 
nicht selten eine Zone üppigeren Wachstums finden, bei der oft weniger die 
Zahl der Kolonien vermehrt ist, sondern die einzelnen Kolonien vergrößert 
erscheinen (Doerr). Wir glauben diese Beobachtung in das Arndt-Schultzsche 
Grundgesetz einfügen zu dürfen, nach dem kleine Reize die Lebenstätigkeit 
anfachen. Die Entstehung des keimfreien Hofes um das Silberstück erklären 
wir damit, daß hierbei die Gesetze der Diffusion in Gallerten Geltung haben, 
und daß sich die von dem Metallstück loslösenden Silberionen zunächst 
unbeeinflußt durch die inzwischen eintretende Koagulierung der Gallerte 
fortbewegen. Bei fortschreitender Erstarrung werde die Diffusion immer 
langsamer, bis sie schließlich aufhöre. Die scharfe Begrenzung der keimfreien 
Zone sehen wir dadurch bedingt, daß sich die Metallionen gleichmäßig fort- 
bewegen. Da ihre Konzentration um das Metallstück ferner allmählich 
abnimmt, müssen auch ihre entwicklungshemmenden Eigenschaften ge- 
ringer werden, bis sie jenseits der üppigen Wachstumszone so gering ist, daß 
sie keinen Einfluß auf das Bakterienwachstum mehr hat. 

Wenn wir auch mit der relativ hohen Silberionenkonzentration um das 
Metallstück herum und deren bekannten Wirkung auf Bakterien das Aus- 
bleiben des Wachstums in der keimfreien Zone erklären können, so doch 
nicht das Auftreten der üppig wachsenden Randzone. Denn das Wort ,, Reiz" 
besagt in dieser Hinsicht noch nichts. Cobet und van der Reis (9) stehen 
sogar auf dem Standpunkt, daß der Randwulst keine Folge oligodynamischer 
Metallwirkung sei, sondern lediglich durch Nährstoffbegünstigung zustande 
komme, während Seiffert (10) bestätigt, daß sich ein Randwulst wohl allein 
auf Grund einer Nährstoffbegünstigung bilden könne, daß jedoch bei der 
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. Bildung des oligodynamischen Randwulstes experimentell nachweisbare 
Zusammenhänge mit den oligodynamisch wirksamen Substanzen die maß- 
gebende Rolle spielten. 

Auf Grund meiner Untersuchungen komme ich zu folgenden Schlüssen. 
In der nächsten Umgebung der Metallmünze verhindert die hohe Ionen- 
konzentration eine Entwicklung der Bakterien. In der Gegend des Rand- 
wulstes ist die Metallianenkonzentration bereits eine so geringe, daß das 
Leben der Bakterien dadurch nicht unmöglich wird. Im Gegenteil wirken 
die geringen dort vorhandenen Metallmengen in hohem Grade sauerstoff- 
übertragend, worauf ich bereits hingewiesen habe (21). Dadurch muß es 
notgedrungen zu einer starken Stoffwechselsteigerung in der Bakterienzelle 
kommen, die sich ihrerseits auch in einer lebhafteren Vermehrung ausdrückt, 
wodurch speziell gerade die Größe der Kolonien und nicht deren Zahl 
vermehrt wird. Der Sauerstoff allein kann aber nicht zu einem stärkeren 
Wachstum führen, sofern die Bakterien, die sich dadurch rascher vermehren 
sollen, nicht die nötigen anderweitigen Nährstoffe (N HPO, usw.) in ge- 
nügender Menge vorfinden. Und da der Randwulst sich an die keimfreie 
Zone anschließt und so die Ernährungsbedingungen dort die denkbar 
günstigsten sind, wie dies auch Cobet und van der Reis vermuten, so glaube 
ich, daß beide Momente, sowohl die erhöhte Sauerstoffzufuhr an der Randzone 
als auch die dort vorhandenen günstigen Ernährungsbedingungen für das Ent- 
stehen des Löhnerschen Randwulstes verantwortlich zu machen sind. 

Daß ferner eine Sauerstoffübertragung auch noch durch an die Zelle 
gebundenes Metall erfolgt, beweisen meine anderorts noch näher zu schil- 
dernden histochemischen Untersuchungen. Sowohl in vitro bewirken die 
nucleinsauren Schwermetallsalze auf katalytischem Wege sauerstoffüber- 
tragend als auch nach der Vereinigung der Schwermetallsalzionen mit der 
Nucleinsäure des Zellkerns, worauf oben bereits kurz hingewiesen wurde. 
Entfernung des gebildeten nucleinsauren Schwermetallsalzes aus der Zelle 
durch Behandlung mit Halogenalkalien hat zur Folge, daß jetzt auch die 
sauerstoffübertragende Wirkung fehlt. 

Daß aber durch diese kurz vorher erwähnte, infolge des Sauerstoff- 
überschusses erhöhte Zelltátigkeit auch der Stoffwechsel der Zelle ein 
erhöhter ist, beweisen unter anderen die Versuche von Biernacks (11), der 
zeigte, daß Sublimat und Kupfersulfat in sehr starken Verdünnungen eine 
nicht unerhebliche Reizung auf Wachstum und Gärvermögen der Hefezellen 
auszuüben vermögen. Hüne (12) zeigte ferner, daß geringe Mengen von 
Sublimat die Gärungen der Kolibakterien günstig beeinflussen. Auch 
Richet und Duclaux (13) fanden, daß Sublimat oder Kupfersulfat in einer 
Verdünnung von 1:2000000 in Kulturen von Milchsäurebakterien die 
Milchsäurebildung noch fördern. Weitere Versuche, die hierher gehören, 
sind diejenigen von Bertraud und Sazerac (14) mit Mycoderma aceti und die 
Versuche von Schulz (15), die vor kurzem allerdings von Joachtmoglu (16) 
nicht bestätigt werden konnten. Walbum (17) konnte ferner neuerdings 
zeigen, daß es auch unter der Einwirkung verschiedener Metallsalzlösungen 
zu einer erhöhten Toxinproduktion bei Bakterien (Staphylolysin bei 
Staphylokokken) kommen kann. Daß auch die Zellen in corpore auf die 
Zufuhr von kleinen Metallmengen ebenfalls mit erhöhter Oxydation und 
vermehrter Tätigkeit antworten, beweisen die Versuche von Izar (18), der 
fand, daß alle einverleibten Hg-Präparate einen gesteigerten N-Umsatz zur 
Folge hatten. Der Harnstickstoff war stets am Tage nach der Applikation 
beträchtlich vermehrt, die positive N-Bilanz wurde zu einer negativen. Die 
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Differenz in der Wirkung der verschiedenen Hg-Präparate stand in Be- 
ziehung zu der mehr oder minder großen Leichtigkeit, mit der aus den 
Präparaten das Hg-Ion in corpore in Freiheit gesetzt werden konnte. So 
führte das Quecksilberthiosulfat erst nach 3 bis 4 Tagen zu demselben 
Effekt, den die anderen, nicht komplexen Hg-Salze bereits am Tage nach 
der Injektion bewirkten. Auch hier erkennen wir wieder einwandfrei die 
Bedeutung des freien Ions. Ähnlich liegen die Verhältnisse bei der Lues- 
therapie mit Hg-Salzen, wobei man zwar nicht regelmäßig, dennoch stets 
die Tendenz zu Körpergewichtsabnahme konstatieren kann, die nur der 
Ausdruck erhöhter Zelltätigkeit sein kann. Auf die therapeutische Rolle 
des Hg bei der Luestherapie kann hier naturgemäß nicht eingegangen 
werden, nur so viel sei gesagt, daß seine Wirkung an das freie Hg-Ionen ge- 
bunden ist und ebenfalls eine katalytische ist, keine direkte, abtötende oder 
entwicklungshemmende (6). 

Sahen wir so die Entstehung des Randwulstes bedingt einmal dadurch, 
daß dort kleinste Metallionenmengen zugegen sind, die erheblich Sauerstoff 
übertragen und dadurch auf den Ablauf der Zellprozesse beschleunigend 
wirken, und zweitens dadurch, daß dort gleichzeitig günstige Ernährungs- 
bedingungen vorherrschen, so ist die andere Frage noch ungeklärt, welche 
chemischen Prozesse führen zur Ausbildung des keimfreien Hofes?! Diese 
können zweierlei Natur sein: Einmal kann es sich um die bekannte abtötende 
oder entwicklungshemmende Wirkung der Metallionen auf die Bakterien 
handeln, die ich in der Bildung von Schwermetallsalz-Zellkernverbindungen 
sehe, speziell in der Entstehung von nucleinsaurem Schwermetallsalz, 
wodurch den Zellen die weitere Vermehrungstätigkeit genommen wird, 
sofern die Metallionenmengen eine gewisse Konzentration überschreiten 
(19, 20), oder es handelt sich um eine Sauerstoffwirkung, die ich in erster 
Linie für den Effekt verantwortlich mache. Durch die größere Metallionen- 
konzentration gegenüber der geringen in der Gegend des Randwulstes kann 
es in der Zone des keimfreien Hofes zu einer so großen Sauerstoffspannung 
kommen, daß diese ein Bakterienwachstum verhindert. Diese Frage, ob 
die erste oder die zweite Erklärung zutrifft, können nur Experimente ent- 
scheiden, bei denen der klassische Metallmünzenbakterienversuch in einer 
sauerstoffreien Atmosphäre, beispielsweise in einer N-Atmosphäre an- 
gestellt wird, Versuche, die von anderer Seite im Anschluß an meinen Vor- 
trag in der Dermatologischen Gesellschaft in Angriff genommen worden 
sind und denen hier nicht vorgegriffen werden soll. 


Zusammenfassung. 


Der Nachweis freier Metallionen in oligodynamisch gemachten 
Wässern gelingt mit der Leukomethylenblaumethode. Während die 
freien Metallionen auf katalytischem Wege äußerst stark sauerstoff- 
übertragend wirken, fehlt diese Eigenschaft den komplexen Ionen. 
Die sauerstoffübertragende Wirkung der Metalle läßt sich auch nach 
deren Bindung an die tote Zelle noch histochemisch beweisen. Aber 
auch die Oxydationsprozesse in der lebenden Zelle werden durch die 
Einwirkung freier Metallionen, sofern diese nur in geringer Menge 
zugegen sind, gesteigert, was sich in einer gesteigerten Zellvermehrung 
und Steigerung sämtlicher Stoffwechselvorgänge in der Zelle (Toxin- 
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produktion) äußert. Das beweisen alte und neue Untersuchungen 
von Biernacki, Hüne, Richet und Duclaux, Walbum und Izar. Die 
Bildung des Löhnerschen Randwulstes wird zurückgeführt sowohl 
auf die sauerstoffübertragende und wachstumsfördernde Kraft der 
geringen, dort vorhandenen Mengen von freien Metallionen als auch 
auf den Einfluß der dort besonders guten Ernährungsbedingungen für 
die Mikroorganismen infolge der direkten Nachbarschaft des keim- 
freien Hofes. Dieser verdankt seine Entstehung der Wirkung höherer 
Konzentrationen freier Metallionen. In erster Linie dürfte aber die 
dadurch dort herrschende höhere Sauerstoffspannung für die Aus- 
bildung des keimfreien Hofes verantwortlich zu machen sein, was 
weitere Versuche noch zu beweisen hätten, die im Gange sind. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von J. de Haan: 
„Über den Glykogengehalt der weißen Blutkörperchen‘“ 
(Diese Zeitschr. 128, 124). 

Von 
L. Haberlandt. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Innsbruck.) 
(Eingegangen am 15. September 1922.) 


J. de Haan berichtet in obiger Mitteilung über Versuche, in denen es ihm 
nicht gelungen ist, auf mikrochemischem Wege (Pflügersche Methode) eine 
Vermehrung des Glykogengehaltes von Exsudatleukocyten des Kaninchens 
bei intraperitonealer Zufuhr von Stärkekleister oder Glucose nachzuweisen. 
Deshalb will de Haan meine früheren Befunde!) nicht anerkennen, welche 
eine Glykogenbildung in Leukocyten nach subkutaner Stärkezufuhr erwiesen 
haben. de Haan meint, daß der Ausfall der Jodreaktion überhaupt keinen 
Aufschluß über den Glykogengehalt der Leukocyten geben könne, da in 
seinen Versuchen bei negativer Jodreaktion die Glykogenmenge nicht geringer 
war als bei positiver Jodreaktion. Wennde Haan meinen Angaben über früheres 
oder stärkeres Auftreten der Jodreaktion in den mit Stärke gefütterten 
Leukocyten den Vorwurf der Subjektivität macht, so kann ich nur wieder- 
holen, daß die Unterschiede natürlich so deutlich waren, daß dieses 
Moment nicht störend in Betracht kommen konnte. Überdies sei darauf 
verwiesen, daß meine Ergebnisse am Warmblúter (Meerschweinchen und 
Kaninchen) auch noch mit der Best-Methode bestátigt werden konnten. 
Wie überall in der experimentellen Forschung, haben aber positive 
Resultate ganz allgemein weit größere Beweiskraft als negative. Statt auf 
Grund negativer Befunde meine positiven Ergebnisse zu bestreiten, wäre es 
wohl zweckmäßiger gewesen, nachzuforschen, worin wohl der auffallende 
Gegensatz und scheinbare Widerspruch unserer Versuchsresultate begründet 
sein dürfte. Im folgenden möchte ich nun hierfür eine Erklärungsmöglich- 
keit geben. 

Bei meinen Froschversuchen hatte ich unter anderem auch Trauben- 
zuckerlösung in den Rückenlymphsack eingebracht und dann die in ihn ein- 
gewanderten Leukocyten auf ihren Glykogengehalt untersucht?). Wenn 
nun zu den Injektionen eine geringere Menge (ungefähr 2 ccm) einer etwa 
3proz. Traubenzuckerlösung verwendet wurde, so zeigte sich die bestenfalls 
mit Jodglycerin erzielbare minimale Glykogenreaktion nicht verstärkt. 
Nach Einbringung einer größeren Menge (3 bis 5 ccm) einer annähernd 
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5proz. Traubenzuckerlösung ließen dagegen bereits nach 2 Tagen die Leuko- 
cyten mit Jodgummi eine deutliche Reaktion erkennen, während letztere bei 
den mit Kohle behandelten Kontrolltieren meist nach dieser Zeit entweder 
noch gar nicht oder doch schwächer ausgeprägt war. Es scheint also der 
größere Teil der eingeführten Traubenzuckerlösung im Lymphsack bald 
resorbiert zu werden, während bei größeren Gaben offenbar die Resorption 
langsamer vor sich geht, so daß ein Teil der eingewanderten Leukocyten 
Traubenzucker aufnehmen und in Glykogen umwandeln kann. Andererseits 
habe ich in meinen früheren Untersuchungen!) die Erfahrung gewonnen, 
daß das von mir nachgewiesene diastatische Leukocytenferment (z. B. im 
Vergleich zur Speicheldiastase) doch immerhin ziemlich langsam und schwach 
wirkt. Deshalb habe ich bei meinen späteren Glykogenversuchen stets 
absichtlich verhältnismäßig viel Stärkepulver (reinste Weizenstärke, die 
am leichtesten angegriffen wird) oder daraus bereiteten Stärkekleister zu- 
geführt, so daß dann eine genügende Menge Traubenzucker entstehen 
konnte, um die intrazelluläre Bildung von Glykogen seitens der Leukocyten 
zu ermöglichen. 

Im Gegensatz dazu hat nun de Haan nur 0,5% Stärkekleister oder 
0,5% Glukose zur intraperitonealen Injektion verwendet. Wenn man die 
in der Bauchhöhle statthabende Resorption berücksichtigt, so ist ohne 
weiteres ersichtlich, daß die zur Verfügung stehenden Zuckermengen wohl 
nicht im Überschuß vorhanden gewesen sein dürften, wie dies nach meinen 
Ergebnissen für eine Glykogenbildung in Leukocyten nötig erscheint. Auf 
diese Weise läßt sich demnach zwanglos die Unbeeinflußbarkeit des Glykogen- 
gehaltes der Exsudatleukocyten bei Zufuhr von Kohlehydraten erklären, 
wie sie in den Versuchen von de Haan zweifellos nachgewiesen werden 
konnte; Versuche mit größeren Mengen von Stärke und Glucose hätten 
wohl auch zu denselben positiven Ergebnissen geführt, wie ich sie in meinen 
Untersuchungen mit Sicherheit erzielen konnte. 

Naturgemäß muß ich mich auch gegen die Schlußfolgerung wenden, 
die de Haan aus dem negativen Ausfall seiner Versuche gezogen hat. Er 
erblickt danach in der Glykogenablagerung innerhalb von Exsudatleuko- 
cyten keine vitale Zellfunktion, sondern eine Degenerationserscheinung. 
Erstere Auffassung hatten bereits Lubarsch?), Best?) u. a. mit Nachdruck 
vertreten, für ihre Richtigkeit sprechen besonders auch die Befunde von 
Mitosen in glykogenhaltigen Zellen, was schon Best, Arnold*), Ernst°) u. a. 
betont haben. Andererseits erweisen sich ja nach Best, Wolff?) u.a. ab- 
gestorbene Zellen in nekrotischen Herden immer glykogenfrei. Endlich weist 
auch die von mir nachgewiesene Gdykogenbildung in Leukocyten nach 
subkutaner Stärkezufuhr deutlich darauf hin, daß dieser Vorgang den 
Ausdruck einer aktiven Zelltätigkeit darstellt. 


1) Pflügers Arch. 182, 175, 1910. 

2) Virchows Arch. 188, 226 u. 233, 1906. 

3) Zieglers Beitr. z. pathol. Anat. u. allgem. Pathol. 88, 593, 1903. 

t) Zentralbl. f. allg. Pathol. u. pathol. Anat. 21, 3, 1910. 

5) Handb. d. allgem. Pathol. von Krehl und Marchand 8, 194, 1915. 
II Zeitschr. f. klin. Med. 51, 407, 1904. 





Über den 
Übergang des Athylalkohols von der Mutter zur Frucht. 
Von 
John Olow. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 21. September 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In seiner im Jahre 1900 veröffentlichten Arbeit , Recherches 
expérimentales sur l’elimination de l’alcool dans l’organisme‘‘ nahm 
Nicloux!) auch die Frage vom Übergang des Alkohols von der Mutter 
zur Frucht zur Untersuchung auf und kam dabei zu folgendem Schluß?®): 


„L’alcool ingéré passe de la mère au foetus avec une telle facilité que 
les teneurs en alcool du sang maternel et du sang foetal sont sinon égales 
du moins très voisines, et de ce fait. on est en droit d’assurer que les désordres 
nerveux, ivresse, anésthésie etc., qui sont la conséquence de l’apparition 
dans le sang d'une quantité déterminée d'alcool ont par cela méme une 
répercussion immédiate sur l’organisme foetal.‘ l 

Der Schlußsatz stützte sich teils auf eine Reihe von Untersuchungen, 
welche die Eigenschaft des Alkohols zeigten, in die verschiedenen Flüssig- 
keiten und Gewebe des Körpers schnell hineinzudiffundieren — was durch 
die Untersuchungen mehrerer späterer Forscher (Widmark, Chabanier und 
Ibarro-Loving u. a.) zur Genüge bestätigt worden ist — teils auch auf die 
Resultate folgender direkten Versuche: In drei Fällen wurde, 50 Minuten 
bis 11, Stunde nach der Eingabe von 0,5 bis 5 ccm Alkohol pro Kilogramm 
Körpergewicht in den Ventrikel eines Meerschweinchens, eine Alkohol- 
konzentration des Blutes von 0,36 bis 0,47 %,, und zur selben Zeit eine 
Konzentration im Blute der Frucht von 0,31 bis 0,37 %, festgestellt. Drei 
weitere Meerschweinchenversuche ergaben nahezu identische Alkohol- 
konzentrationen in den Geweben des Muttertieres und in denen der Frucht, 
l bis 14, Stunde nach der Eingabe des Alkohols. Endlich wurde in sechs 
Fällen, wo gebärenden Frauen 40 Minuten bis 14, Stunde vor der Ent- 
bindung 0,45 cem absoluter Alkohol pro Kilogramm Körpergewicht ein- 
gegeben wurde, im Blute der Nabelschnur eine Alkoholkonzentration von 
0,14 bis 0,53 pro Mille gefunden. 


Daß der Alkohol von der Mutter in die Frucht übergeht, ist somit 
schon längst nachgewiesen worden. Die Methodik, welche Nicloux wie 
den übrigen früheren Forschern zu Gebote stand, konnte aber aus natür- 
lichen Gründen nur das einfache Nachweisen der Tatsache gestatten; 
der feinere Verlauf der Diffusion im Körper und von Mutter zur Frucht 
mußte so lange unbekannt bleiben, bis das Mittel gefunden wurde, die 
einzelnen Stichproben durch längere Reihenuntersuchungen zu ersetzen. 


1) Paris, Octave Doin, 1900. 
2) Le, S. 62. 
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Dieses Mittel hat uns in diesen Tagen Widmark durch seine vor 
kurzem veröffentlichte Methode!) gegeben, welche für die genaue 
Bestimmung kleiner Alkoholmengen Proben von nur 100 mg Flüssig- 
keit erfordert. Diese Methode erlaubt uns somit, die Alkoholkonzen- 
tration des Blutes und übriger Körperflüssigkeiten mit kurzen Zwischen- 
räumen zu bestimmen und den Verlauf der Konzentrationskurven 
nach Eingabe einer Alkoholdosis in ihren Einzelheiten zu verfolgen. 

Durch das Entgegenkommen Prof. Widmarks wurde mir schon 
Anfang dieses Jahres die Gelegenheit geboten, mich mit seiner Methode 
vertraut zu machen; nachher habe ich mit ihr eine Anzahl von Unter- 
suchungen an Gebärenden und entbundenen Frauen ausgeführt, Unter- 
suchungen, deren erste Resultate ich hier mitteilen will. 


Methodik. 


Bezüglich der Methodik verweise ich auf die eben zitierte Arbeit 
Widmarks. Zu seinen Ausführungen wären nur noch einige Kleinig- 
keiten hinzuzufügen: 


1. Abmessen der Bichromat-Schwejelsäuremischung. 

Wie Widmark hervorhebt, beruht die Präzision der Methode zum 
großen Teil auf der Genauigkeit, mit der die Bichromat-Schwefel- 
säuremischung abgemessen wird. Ich habe auf diesem Detail noch mehr 
Sorgfalt verwendet, als Widmark selbst in seiner Arbeit empfiehlt. 
Vielleicht könnten weitere Vorschriften in dieser Hinsicht unnötig 
erscheinen; da. aber vergleichende Versuche eine gewisse Verfeinerung 
der Präzision der Methode bei Befolgen meiner Maßregeln gezeigt 
haben, will ich hier über letztere Bericht erstatten. | 

Die Beschickung des einzelnen Kolbens hat eine Zeit von 2 Minuten ` 
in Anspruch genommen. Nach der Kontrolluhr habe ich die verschie- 
denen Tempos folgendermaßen ausgeführt: In dem Augenblick, da 
der Zeiger der Kontrolluhr auf 20 weist,. beginnt das Aufsaugen der 
Bichromat-Schwefelsäuremischung in die 1-ccm-Pipette. Bei 30 Sek. 
nehme ich die Pipette aus der Flüssigkeit und stelle, indem ich die 
Pipettenspitze gegen den Hals des Meßkolbens stütze, den Meniskus 
auf die Marke ein. Bei 45 Sekunden wird die Pipette in den Erlenmeyer- 
kolben übergeführt, und bei 60 Sekunden fängt das Hinunterfließen 
der Flüssigkeit in den Kolben an. Während der ganzen folgenden Minute 
berührt die Spitze der Pipette den Boden des Kolbens; wenn der Zeiger 
wieder auf 60 steht, wird die Pipette entfernt. Der Glaspfropfen wird 
eingefügt, ein neuer Kolben wird fertiggestellt, und wenn der Zeiger 
auf 20 steht, ist man bereit, von neuem anzufangen. 


1) Diese Zeitschr. 131, 473. 
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Durch dieses Verfahren wird eine nicht ganz unbedeutende Fehler- 
quelle ausgeschaltet: Am Äußeren der Pipette haftet bei ihrem Heraus- 
heben aus der Flüssigkeit eine gewisse Menge von Bichromat-Schwefel- 
säure, welche nicht abgewischt werden darf (Gefahr der Verunreinigung), 
und welche somit beim Entleeren der Pipette in den Kolben mit hinunter- 
fließt. Die Menge dieser Flüssigkeit kann bis einen guten Tropfen = 
etwa 0,02 bis 0,03 cem betragen, und der Fehler, welcher aus Varia- 
tionen dieser Flüssigkeit hervorgehen kann, kann somit leicht auf 
1 bis 2%, etwa 1 bis 2 y Alkohol entsprechend, steigen. Die Präzision, 
mit welcher die Methode arbeitet, seitdem ich die oben beschriebenen 
Maßregeln beobachte, ist jedenfalls nachweislich derjenigen überlegen, 
mit welcher ich mich begnügen mußte, solange ich die ersten Tempos 
der Prozedur mehr unregelmäßig ausführte. 


2. Überführen der abgemessenen Blutmenge in den Behälter. 

Erstens muß bemerkt werden, daß nach der Veröffentlichung 
der Methode eine Modifikation betreffs der Konstruktion der Behälter 
ausgeführt worden ist. Der in der Arbeit Widmarks abgebildete Be- 
hälter erwies sich als sehr brüchig wegen der zarten Anheftung am 
Stiel. Um eine größere Festigkeit zu erlangen, wird nunmehr der 
Behälter kreisrund gemacht und der Stiel in seiner Mitte befestigt. 

Beim Ausblasen der Blutprobe in den Behälter wird die Spitze 
des Kapillarrohrs, um Blasenbildung zu vermeiden, zweckmäßig gegen 
den Stiel gestützt. Doch nicht zu hoch hinauf! In diesem Falle bleibt 
nämlich am Stiel eine Blutschicht haften, welche beim Eintrocknen 
leicht abbricht und über den Rand des Behälters weg in die Schwefel- 
säure hinunterfällt und den Versuch verdirbt. 


3. Die Titration. 

Für die Entfernung der Glaspfropfen nach der Destillation empfiehlt 
Widmark die größte Vorsicht, um das Loslösen und Hinunterschütteln 
des getrockneten Blutes zu vermeiden. Vorsicht in diesem Punkte 
wird aber leichter empfohlen als geleistet. Ich bin hier mit einem sehr 
einfachen Verfahren ausgekommen. Nachdem die Kolben aus dem 
Wasserbade genommen, von den Gummikappen befreit und mit einem 
Gazelappen abgewischt worden sind, werden die Glaspfropfen dadurch 
leicht und ohne Erschütterung losgelöst, daß die Kolben, der Reihe 
nach, während einiger Sekunden wieder in das warme Wasserbad 
eingetaucht werden; durch die Steigerung des Binnendruckes lösen 
sich die Pfropfen von selbst und können ohne die geringste Gefahr, 
das trockene Blut hinunterzuschütteln, entfernt werden. 

Bei der Titration verwende ich immer eine n/200 Thiosulfatlösung. 
Wie auch Widmark bemerkt, tritt nach der Titration immer eine Nach- 
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bläuung auf, und zwar weil die Jodbildung ja nicht momentan geschieht. 
sondern durch eine längere Zeit nach dem Jodkaliumzusatz anhält. 
Es ist deshalb von ganz besonderer Bedeutung, daß die Titration 
immer in einem bestimmten Zeitpunkt während des Ganges des Pro 
zesses ausgeführt wird. Wann — während der ersten paar Minuten - 
ist sowieso gleichgültig, nur immer zur gleichen Zeit. Bei meinen Senen- 
titrationen bin ich in der Weise vorgegangen, daß ich vor Beginn der 
Titration einer Probe die Jodkaliumlösung der nächstfolgenden Probe 
zugesetzt habe; da die Titration im allgemeinen einen Zeitraum von 
etwa 1 Minute in Anspruch genommen hat, habe ich mit der folgenden 
Titration genau 14, Minuten nach dem Jodkaliumzusatz beginnen 
können. Auch dieses kleine Detail hat zur Steigerung der Präzision 
nicht wenig beigetragen, mehr vielleicht wie alle übrigen hier erwähnten 
Vorsichtsmaßregeln. 


Bestimmung der Konstanten und Prüfung der Zuverlässigkeit der Methode. 


In der Arbeit Widmarks wird auf eine Untersuchungsreihe hin- 
gewiesen, welche ich mit reinen, stark verdünnten Alkohollösungen 
ausgeführt habe, um die Konstante bei Verwendung der schwächeren 
- Bichromat-Schwefelsäuremischung (0,05 : 100) zu bestimmen. In der 
folgenden Tabelle gebe ich diese Untersuchungsreihe ausführlich wieder: 


Tabelle I. 


Verbraucbte 
Gewicht Berechneter Thiosulfat- 





der Probe |Alkaligchaltin y Geer A EVA K= S 
mg a b 
po | f 
183 82,4 144 | 0,572 
144 64,8 115 | 0,564 
98 44,1 79 0,559 
127 57,2 97 | 0,590 
54 | 24,3 45 0,540 
54 ` 24,3 45 | 0,540 
111 | 50 91 0,549 
112 50,4 92 . 0,548 
159 | 71,6 120 0,597 
59 | 26,6 48 0,553 
118 | 53,1 | 85  ¡ 0,625 
80 36 | 61 0,590 
109 | 49,1 83 0,5691 
132 59,4 104 0,571 
122 54,9 93 | 0,591 
87 39,2 62 ' 0,632 
A | 19,8 38 | 0,521 
144 64,8 105 | 0,617 
Durst u 05% 
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De, Wie von Widmark bemerkt wird, liegt der Unterschied zwischen 

ur diesem Wert und dem von ihm und Jeppson gefundenen innerhalb der 
>. Fehlergrenzen; im folgenden verwende ich deshalb den von Widmark 

. angegebenen Wert: K = 0,565. 

te Während des Laufes meiner Arbeit habe ich mehrmals Kontroll- 

par :untersuchungen an reinen abgewogenen Alkohollösungen ausgeführt. Ich 

jr. gebe die Resultate einiger diesbezüglichen Untersuchungen wieder: 





IC Tabelle II. 

D E 

WW Stärke der 

Lë Alkobols Gewicht E Gefundene 
. lösung auf der Probe lösu Konzentration 
Gs 10008 Wasser ccm Mo pro Mille 





E 205 129 0,355 qa 
0,85 77,5 ` 52 0,379 08 


| Vergleichende Untersuchungen über die Alkoholkonzentration im Blute 
Gebärender und im Nabelschnurblute. 

Beim Ausführen dieser Untersuchungen bin ich folgendermaßen 
vorgegangen: Gebärenden Frauen wurde gegen Ende der Geburt 
100 ccm einer Flüssigkeit eingegeben, welche außer verschiedenen 
Geschmackskorrigentien 20 e Äthylalkohol enthält. Sogleich nach der 
Geburt des Kindes wurden doppelte Proben genommen, teils vom 
Nabelschnurblute, teils vom mütterlichen Kapillarblut. Nur seit 
mehreren Stunden fastende Patientinnen wurden für die Untersuchungen 
verwendet (s. Tabelle!). Wie wohl vorauszusehen war, hat die Alkohol- 
dosis die Gebärarbeit ein wenig verlangsamt; die Wehenpausen sind 
länger und ruhiger geworden; zuweilen hat eine Frau ein Gefühl von 
Wärme in der Haut angegeben; im übrigen ist keine Beeinflussung 
an den Patientinnen bemerkt worden. 

Versuche, in welchen die Differenz zwischen den Doppelproben 
0,05%/7p überstieg, wurden verworfen. 


414 J. Olow: Übergang des Äthylalkohols von der Mutter zur Frucht. | 


Teils dürfte die Erklärung hierfür darin zu suchen sein, daß die Kurve 
aus verschiedenen Fällen zusammengesetzt wurde, teils — und dies 
dürfte vielleicht das Ausschlaggebende sein — in der Verschiedenheit 
der Gebärarbeit der einzelnen Fälle: frequente und langdauernde 
Wehen müssen, selbstverständlich, den Austausch zwischen Mutter 
und Frucht in hohem Grade hemmen, spärliche und kurzdauernde 
ihn dagegen weniger beeinträchtigen. Sehr warhscheinlich dürfte 
während der Schwangerschaft, bei der Abwesenheit längerer und 
kräftigerer Uteruskontraktionen, die Diffusion sich viel ebenmäßiger 
und schneller abspielen wie während der Geburt!). 

4. Nachdem voller Ausgleich eingetreten ist, verlaufen, bei dem 
allmählichen Sinken, die Alkoholkonzentrationen des mütterlichen und 
des fötalen Blutes ungefähr parallel. 


!) Die nicht geringen Unebenheiten der absoluten Werte, welche 
meine Versuche bezüglich des Alkoholgehaltes des Blutes der verschiedenen 
Frauen gegeben haben, entziehen sich zurzeit einer näheren Erklärung. 
Außer dem Zeitpunkt der Aufnahme der Proben spielen ja hier verschie- 
dene Umstände ein, z. B. der Zeitpunkt der letzten Mahlzeit und das Ge- 
wicht der Patientin, über welch letzteres Aufschluß leider nicht in allen 
untersuchten Fällen erlangt wurde. 





Acetaldehyd im intermediären Stoffwechsel 
überlebender Muskulatur. 


Von 
Julius Hirsch. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts 
für experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. August 1922.) 


I. 

Es liegt im Wesen intermediärer Reaktionen, daß sie mit einer 
außerordentlichen Geschwindigkeit ablaufen, die es nicht ohne weiteres 
gestattet, die dabei auftretenden Stufen zu fassen. Die einfache ana- 
lytische Untersuchung der Gesamtumsetzung fördert im günstigsten 
Falle so minimale Mengen davon zutage, daß man nicht zu entscheiden 
vermag, ob es sich um Erzeugnisse der Hauptreaktion oder um sekun- 
däre Produkte handelt. Für eine erfolgreiche Bearbeitung dieses Gebietes 
stehen mehrere methodische Möglichkeiten zu Gebote. Einmal kann 
man die Umwandlung hypothetischer Zwischenkörper im Experiment 
verfolgen und durch indirekte Beweisführung ihre Beziehung zur 
Gesamtreaktion wahrscheinlich machen. Sodann ist ein Einblick in 
den Chemismus einer biologischen Umsetzung zu gewinnen, wenn es 
gelingt, den Vorgang von seiner natürlichen Bahn abzulenken und 
andersartigen Enderzeugnissen zuzuführen. Schließlich wird aber auch 
eine direkte substantielle Isolierung der Zwischenglieder erreicht. werden 
durch Verwendung spezifischer Abfangmittel, die die intermediären 
Produkte fixieren (Neuberg, Färber und Reinfurth). 

Der intermediäre Chemismus der Kohlehydratverbrennung im 
Tierkörper ist noch vollkommen ungeklärt und, in Abhängigkeit von 
den Ergebnissen dieses Forschungsgebietes, harren noch manche Fragen 
des animalischen Stoff- und Energiewechsels ihrer endgültigen Be- 
antwortung. Sichergestellt ist die anaerobe Umwandlung der Kohle- 
hydratverbindungen in Milchsäure; dieser Befund steht im Mittelpunkte 
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einer umfangreichen und vielseitigen Literatur (Fleischer, Hopkins, 
Hill, Thunberg, Ransom, Embden, Parnas, Stoklasa, Meyerhof, v. Fürth 
und andere), deren Besprechung nicht in den Rahmen dieser Mitteilung 
gehört. Das weitere Schicksal der Milchsäure, insbesondere der Weg 
ihres an sich erwiesenen oxydativen Abbaues, ist noch völlig unbekannt. 
Bei der Betrachtung der eigentlichen physiologischen Oxydation der 
Kohlehydrate muß man weiterhin in Erwägung ziehen, daß eine direkte 
Verbrennung des Hexosemoleküls unabhängig von der anoxybiotischen 
Milchsäurebildung denkbar ist. 


H. 


Vor 14, Jahren konnte ich in einer vorbereitenden Mitteilung!) das 
Auftreten von Acetaldehyd als Umsetzungsprodukt atmender Frosch- 
` muskulatur zur Kenntnis bringen?). Mit Hilfe eines der von Neuberg 
und Reinfurth inaugurierten biochemischen Abfangverfahren war es ge- 
lungen, den Acetaldehyd der weiteren Verbrennung zu entziehen und 
in Form des Anhydro-acetaldehyd-bis-dimethyl-cyclohexandions (Aldo. 
medon) substantiell zu fassen. Mit diesem Befunde war zum erstenmal 
der Acetaldehyd als Zwischenprodukt eines umgrenzten tierischen Stoff- 
wechselaktes in Form einer eindeutigen Verbindung festgelegt worden. 
Es ist wohl nicht unberechtigt, den so fixierten Acetaldehyd als eine 
Stufe des Kohlehydratabbaues anzusprechen ; darauf weisen die mannig- 
fachen und analogen, bei Mikroorganismen gewonnenen Ergebnisse hin 
und die oft bestätigte Erfahrung, daß in überlebender Muskulatur unter 
den gewählten Versuchsbedingungen ein lebhafter Kohlehydratumsatz 
stattfindet. 


Die weiteren Untersuchungen sprechen dafür, daß man mittels 
der Dimedon-Abfangmethode auf einen der Hauptwege der Dissi- 
milation gestoßen war. Zugunsten dieser Anschauung läßt sich nicht 
nur die Regelmäßigkeit der bei verschiedenen Tierspezies erhobenen 
Befunde anführen, sondern vor allem auch die neuerdings noch ge- 
steigerte Ausbeute des isolierten Zwischenproduktes. Das Prinzip des 
von C. Neuberg und E. Reinfurth?) für die alkoholische Gärung aus- 
gearbeiteten biologischen Abfangverfahrens beruht auf der Fixierung 


1) J. Hirsch, diese Zeitschr. 117, 113, 1921. 

2) Anmerk. b. d. Korr. Jüngst hat W. Lipschitz (Pflügers Archiv 
196, 463, 1922) das Auftreten von Acetaldehyd in der Froschmuskulatur 
bestätigt. Ob seine sehr geringen Mengen im Sinne seiner Theorie (S. 468) 
als Produkte unvollständiger Oxydation bei der ‚‚Acceptoratmung‘“ in 
Gegenwart Dinitrobenzol gelten dürfen, bleibt in Hinblick auf die normaler- 
weise feststellbaren Quanten (siehe unten Versuch lc, S. 420) dahingestellt. 

3) C. Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst 106, 281, 1920. 





Acetaldehyd im intermediären Stoffwechsel usw. 417 


des transitorisch auftretenden Acetaldehyds durch je 2 Moleküle 
Dimethylhydroresorcin. Die Geschwindigkeit der von Vorländer!) für 
die rein chemische Kondensation angegebenen Reaktion ist im Ver- 
gleich mit der des biochemischen Zuckerzerfalls langsam. Es war 
daher zu erwarten, daß nur ein Bruchteil der tatsächlich durcheilten 
Zwischenstufe aus der physiologischen Reaktionsfolge ausgeschaltet 
werden dürfte. Trotzdem kann bei den in Gegenwart von Dimedon 
vorgenommenen Organversuchen eine greifbare und wägbare Menge 
des Aldehyd-Derivates isoliert werden. 

Die Größenordnung des im Derivat eingeschlossenen Acetaldehyds 
übertrifft die bisher im Tierkörper aufgefundenen Quanten um ein 
Vielfaches. Die meisten bisherigen Aldehydnachweise in tierischen 
Geweben und Ausscheidungen sind über qualitativ gerade bemerkbare 
Spuren kaum herausgekommen [vgl. Gaube ?), de Groot3), Frieber ô), 
Albertonio, Bierry und Portier5) u. a.]; nur Stepp und Feulgen®) konnten 
neuerdings durch anreichernde Destillation aus erheblichen Mengen 
Harns von Diabetikern und Normalen so viel Aldehyd gewinnen, daß 
sie mittels Bereitung des Dimedonderivats zu einer einwandfreien 
Identifizierung des Acetaldehyds gelangten. Immerhin bleiben die 
von Stepp und Feulgen erhaltenen Mengen im Harn vorhandenen Aldehyds 
hinter der durch biochemischen Eingriff erzielten Ausbeute erheblich 
zurück; auch ist die Herkunft der im Harn vorgefundenen Substanz 
nicht ohne weiteres bestimmbar, da sie als Stoffwechselschlacke vom 
Gesamtorganismus ausgeschieden wird. 

Für die Bewertung dieser früheren Befunde bietet nunmehr die 
Festlegung der Aldehydstufe eine völlig neue Grundlage. Ebenso 
gewinnt die von Batelli und Stern”) sowie von Parnas®) in tierischen 
Geweben aufgefundene Aldehydmutase als Ferment eines normaler- 
weise als Zwischenprodukt auftretenden Substrats nicht unwesentlich 
an Bedeutung. Auch das Vorkommen kleiner Mengen Äthylalkohols 
im Tierkórper, wie es Hudson Ford®), A. Bechamp*"), J. BechampY), 


1) D. Vorländer, Ber. 80, 1801, 1897; Ann. 294, 252, 1897. 

2) Gaube, C. r. soc, biol. 41, 383, 1892. 

3) de Groot, Dissertation Freiburg 1898. 

4) Frieber, Dissertation Tübingen 1913. 

5) Bierry und Portier, C. r. 166, 1055, 1918. 

8) Stepp und Feulgen, H. 114, 301, 1921. 

7) Batelli und Stern, C. r. de Soc. biol. 68, 742, 1910; diese Zeitschr. 
29, 130, 1910. 

8) J. Parnas, diese Zeitschr. 28, 275, 1910. 

2%) Hudson Ford, Journ. of Physiol. 34, 430, 1906. 

10) A. Bechamp, C. r. 61, 374, 1858; 75, 1830, 1872; 76, 836, 1873. 

11) J. Bechamp, C. r. 89, 579, 1879; Ann. de chem. et phys. (5) 19, 
400, 1880. 
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Rajewsky!), Niclour?), F. Maignon?), Landsberg*), J. Pringsheim?), 
W. Schweissheimer 6) u. a. beschrieben haben, wird mit dem physio- 
logischen Geschehen in einen tatsächlichen Zusammenhang gebracht. 

Das Abfangverfahren greift in den Reaktionsverlauf des Abbaues 
ein, bevor die unspezifischen Endprodukte Kohlensäure und Wasser 
erreicht sind. Damit ist methodisch ein neuer Weg vorgezeichnet, 
um neben anderen Problemen die viel umstrittene Frage der Glykolyse 
einer erneuten Bearbeitung zu unterziehen; so erscheint die glyko- 
lytische Alkoholproduktion, die von Stoklasa?) beschrieben und von 
manchen Seiten angezweifelt wurde, durchaus im Bereiche des Möglichen 
zu liegen. 

Nachdem sich die Verwendbarkeit des Dimedonverfahrens im 
Tierversuch prinzipiell bewährt hat, soll diese Methode zu weiteren 
Untersuchungen unter den verschiedensten Versuchsbedingungen heran- 
gezogen werden. 


II. 

Die Anordnung der vorliegenden Versuche war folgende: Ich 
benutzte die bekannte Fähigkeit überlebender Muskulatur, das in ihr 
aufgespeicherte Glykogen abzubauen, indem ich diesen Prozeß in 
Gegenwart eines für Carbonylgruppen spezifischen Abfangmittels 
vor sich gehen ließ. Während die Heranziehung der bei der alkoholischen 
Gärung so sehr bewährten sekundären Sulfite eine Anreicherung der 
Acetaldehydstufe unter den gewählten Versuchsbedingungen nicht 
zustande brachte, war die Verwendung des lipoidlöslichen Dimedons 
von Erfolg begleitet. Frisch entnommene Kaltblütermuskulatur wurde 
zerkleinert und in physiologische Kochsalzlösung eingetragen, die 
außerdem noch Dimethylhydroresorcin gelöst enthielt. Die Gewebs- 
suspension wurde bei Zimmertemperatur mehrere Stunden lang mit 
einem Sauerstoff- oder Luftstrom durchgewirbelt. Zur Isolierung 
des gebildeten Aldomedons habe ich mich zweier verschiedener Wege 
bedient. Anfänglich zog ich die lipoidlösliche Verbindung aus der 
abzentrifugierten Muskelmasse mittels absoluten Alkohols aus, engte 
den Extrakt weitgehend ein und brachte durch Eintragen in Wasser 
das darin wenig lösliche Aldomedon zur Abscheidung. Hierbei wurde 
naturgemäß eine beträchtliche Menge Fett aus dem Gewebe mitge- 


1) Rajewsky, Pflügers Arch. 11, 1875. 

2) Nicloux, C. r. 180, 855, 1900. 

8) F. Moignon, ebendaselbst 140, 1063, 1124, 1905. 

t) Landsberg, H. 41, 505, 1904. 

5) J. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 143, 1908. 

6) W. Schweissheimer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 109, 271, 1913. 

7) J. Stoklasa und F. Czerny, Ber. 86, 4057, 1903; J. Stoklasa, Pflügers 
Arch. 101, 311; Ber. 88, 664, 1905. 
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schleppt, so daß die ausgefällte Substanz vor der Wägung umkristallisiert 
werden mußte. Manchmal,war sogar eine besondere Abtrennung des 
Fettes durch Ätherextraktion des in Sodalösung aufgenommenen 
Aldomedons nicht zu umgehen. Später erwies es sich als vorteilhaft, 
den verlustreichen Reinigungsprozeß dadurch zu umgehen, daß ich 
die gesamte Muskelsuspension über Calciumcarbonat im Wasserdampf- 
strom destillierte, wobei der Aldehyd aus seiner Bindung an Dimedon 
befreit wird und gleichzeitig mit den Wasserdämpfen übergeht !). 
Aus dem wässerigen Destillate wird dann der Acetaldehyd durch erneuten 
Zusatz von Dimethylhydroresorcin sofort als reines kristallinisches 
Derivat abgeschieden. 

i Den nachfolgenden Versuchsprotokollen sind als Ergebnisse zu 
entnehmen: 

1. Durch anreichernde Destillation läßt sich in den Muskeln von 
Rana esculenta mittels der Rimini schen Farbreaktion Acetaldehyd 
in geringen Mengen nachweisen. Die überlebende Muskulatur zeigt 
nach längerer Durchlüftung keine Erhöhung der „präformierten“ 
Aldehydmenge, auch nicht in Gegenwart sekundärer Sulfite. Die 
Anwendung des offenbar weniger giftigen Dimedon hatte, wie früher 
(1. c.) mitgeteilt, zu einer nachweisbaren Aldehyd-Anreicherung geführt. 

2. Aus den Umsetzungen überlebender Muskulatur der Schleie (Tinca 
vulgaris) und des Karpfen (Cyprinus carpio) lassen sich mit Hilfe des 
Dimedonabfangverfahrens bei einem Ausgangsmaterial von mindestens 
400 bis 500 g zerkleinerten Gewebes bis zu 73,5 mg Acetaldehyd isolieren. 
Die Identifizierung des Acetaldehyd-Derivates, das bis zu einer Ausbeute 
von mehr als 0,4g erhalten wurde, geschah in einwandfreier Weise 
durch Bestimmung des Schmelzpunktes und Überführung in das 
Aldomedonanhydrid. Ohne Zusatz eines Abfangmittels sind wägbare 
Mengen von Acetaldehyd nicht nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse liefern die experimentelle Begründung der hypo- 
thetisch wiederholt ausgesprochenen Anschauung, daß der Abbau 
der Kohlenhydrate bzw. Milchsäure im Tierkörper seinen Weg über 
die Stufe des Acetaldehyds nimmt. Weitere theoretische Schluß- 
folgerungen, die an diesen Befund anknüpfen könnten, möchte ich 
vorerst noch zurückstellen. 


IV. Versuchsprotokolle. 

1. a) Zehn Froschschenkelpaare werden enthäutet und in der 
Fleischmühle zerkleinert. Gewicht der Muskelmasse 70 g. Der Organbrei 
wird in 150ccm einer 0,4 proz. Na,SO,-Lösung, die außerdem ein 
Puffergemisch primären und sekundären Natriumphosphats enthält, 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, 1. c., S. 289. 
27 * 
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natrium-Reaktion gab, 0,3g Dimedon eingetragen und durch 
maschinelles Schütteln zur Lösung gebracht. Nach 20 Stunden ist 
ein weißer kristallinischer Niederschlag ausgefallen, der nach dem 
Trocknen bei 137 bis 138% schmilzt. Durch die oben (Versuch 2a) 
beschriebene Behandlung mit Eisessig vollzieht sich glatt die Um- 
wandlung in das Anhydrid des Aldomedons. Es werden weiße Kristall- 
blättchen mit dem Schmelzpunkt 172 bis 173° erhalten. 

4. Im folgenden wird ermittelt, bis zu welchem Umfang sich die 
Aufspaltung des Acetaldehydderivats durch Wasserdampfdestillation 
vollzieht und inwieweit der Acetaldehyd unter verschiedenen Be- 
dingungen wiederzugewinnen ist. Es werden abgewogene Mengen 
eines präparativ dargestellten Aldomedons der Destillation unterworfen 
und der übergegangene Acetaldehyd durch erneute Bereitung des 
Dimedonderivates gravimetrisch bestimmt: 

a) 0,389 g in 150 ccm destilliertes Wasser eingetragen und über- 

getrieben. Wiedergewonnen 0,352 g = 90,4 %. 

b) 0,443 g in 150 ccm destilliertes Wasser eingetragen und über 
5g Calciumcarbonat abdestilliert. Wiedergewonnen 0,395 g 
= 88,7%. 

c) 0,381 g in eine Aufschwemmung von Fleischpulver in 600 ccm 
Wasser suspendiert und unter Zugabe von CaCO, destilliert. 
Wiedergewonnen 0,3488 g = 91,5%. 

Die Ausbeuten betragen durchschnittlich 90% des Ausgangs- 
materials; somit liefert die dissociative Abtrennung des Acetaldehyds 
durch Dampfdestillation durchaus brauchbare Werte. 

5. 455g feingemahlene Muskulatur einer frisch getöteten Schleie 
werden in 900 ccm einer physiologischen Kochsalzlósung mit einem 
Dimedonzusatz von 4 g 3 Stunden lang bei Zimmertemperatur unter 
starker Durchlüftung gehalten. - Die Gewebssuspension wird sodann 
in einen großen Claisenkolben überführt und unter Zugabe von 20 g 
CaCO, im Dampfstrom destilliert, bis 400 ccm übergegangen sind. 
Das Destillat gibt eine stark positive Nitroprussid-Probe. In 340 ccm 
Destillat werden 0,8g Dimedon gelöst; über Nacht fällt ein weißer 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgenutscht und über H. SO, 
im Vakuum getrocknet wird. Die Ausbeute an fast reinen, bei 137 bis 
138% schmelzenden Kristallen beträgt 0,4077 g. Aus 80proz. Methyl- 
alkohol umkristallisiert, schmilzt das Präparat bei 138 bis 1390. 

Berücksichtigt man bei Ermittlung der Ausbeute den Löslichkeits- 
faktor des Aldomedons für Wasser!), so ergibt sich für 340 ccm Destillat 
0,4346 g des Aldehydderivates. Dieser Menge entsprechen 62,5 mg 


1) 100 eem der bei 19% gesättigten Lösung enthalten 0,0079 g Acet- 
aldehydverbindung; s. C. Ihle, Le 
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Acetaldehyd. Im Gesamtdestillat von 400 ccm aus dem mit 455 g 
frischer Muskelsubstanz durchgeführten Ansatz sind also 73,5 mg 
Acetaldehyd enthalten. 

6. a) 500g zerkleinerte Karpfenmuskulatur werden in 1000 ccm 
0,9proz. Kochsalzlösung, in der 4g Dimedon gelöst sind, eingetragen 
und 6 Stunden lang bei Zimmertemperatur mit einem kräftigen Luft- 
strom durchgewirbelt. Die Muskelaufschwemmung wird sodann über 
Caleiumcarbonat im Wasserdampfstrom destilliert. Es werden 480 ccm 
Destillat aufgefangen, das mit Nitroprussidnatrium und Piperidin eine 
kräftige Blaufärbung zeigt. 450 ccm davon werden mit einer gesättigten 
Dimedonlösung über Nacht stehen gelassen. Es fällt ein schneeweißer 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wird. 
Schmelzpunkt 137°. Ausbeute an hinlänglich reiner Substanz (ein- 
schließlich der Löslichkeitskorrektur) 0,1709 g = 24,6 mg Acetaldehyd. 
Das Gesamtdestillat von 480 ccm enthält somit 26,2 mg der abge- 
fangenen Zwischenstufe. 

b) 500 g derselben Karpfenmuskulatur werden in 1000 ccm physio- 
logischer NaCl-Lösung ohne Zusatz des Abfangmittels suspendiert und 
in gleicher Weise gelüftet und aufgearbeitet. Das erhaltene Destillat 
von 220 ccm zeigt einen negativen Ausfall der Riminischen Probe. 
Greifbare Mengen von Acetaldehyd sind also nur vorhanden, wenn die 
Umsetzung in Gegenwart eines Abfangmittels stattfindet. 


Für die Ausführung der vorstehend beschriebenen Versuche standen 
mir Mittel zur Verfügung, für deren Bewilligung ich der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft zu besonderem Dank verpflichtet bin. 
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von dem entsprechenden Valeraldehyd (Methyl-äthyl-acetaldehyd) aus 
durch phytochemische Reduktion zum drehenden Amylalkohol zu ge- 
langen*). Diese ‚phytochemische Reduzierbarkeit‘ erstreckt sich nun 
nicht nur auf die Aldehyde, sondern ist auch bei Ketonen durchführbar); 
Ketone können aber nicht als Spaltungsprodukte der sekundären æ- Amino- 
säuren auftreten, einerlei, welches Schema man zugrunde legt, sei es 
das nach Ehrlich, sei es das nach Neubauer und Fromherz. 

Daher muß das Verhalten tertiärer?) æ- Aminosäuren vom Typus 


sf (NH,)CO,H, sofern sie in sekundäre Alkohole (R—CHOH-—R,) 


übergehen, eine Entscheidung der Frage ermöglichen, ob die Umwand- 
lung über die «-Ketosäuren den unbedingten Abbauweg darstellt. 
Mittels Hefe hat vor 14 Jahren Ehrlich‘) aus dem d. 1-Isovalin 
die l-Form erhalten, aber den Nachweis des etwa entstandenen optisch 
aktiven Butylalkohols aus Mangel an Material nicht geführt. Es ist 
nun denkbar, daß die Hefe mangels geeigneter anderer Nahrung auf 
Kosten der tertiären Aminosäure wächst — ähnlich wie Mikroorganismen 
auf Kosten von Alkaloiden oder anderer Stickstoffverbindungen®) es 
tun —, ohne daß dabei der nächst niedere Alkohol entsteht. Sie könnte 
dabei genau so wirken wie andere Pilze auf stickstofffreie Säuren 
(Pasteur) oder Alkohole (Le Bel) und durch Verzehrung der einen Hälfte 
einen optischen Antipoden des Ausgangsmaterials übrig lassen. Erst 
die Isolierung des aus ihr entstandenen sekundären Alkohols gibt 
den Beweis, daß eine wahre alkoholische Gärung von tertiären Amino- 
säuren möglich ist. Damit wäre aber die Anschauung von Neubauer 
und Fromherz nicht mehr als unbedingt allein berechtigt anzuerkennen. 
Zur Prüfung dieser Frage habe ich mich der Methyl-propyl-amino- 


essigsäure, le On (über deren Darstellung s. folgende Mit- 


teilung), bedient, und ich habe durch Vergärung der Racemform dieser 
Aminosäure nicht nur ihre aktive Komponente, sondern auch den 
zugehörigen sekundären Amylalkohol erhalten. Hier ist der Weg über 
eine &-Ketosäure ausgeschlossen. Denn die intermediäre Oxydation 
der tertiáren Aminosäure kann nur ein Keton ergeben. Tatsächlich 
liefert das Methyl-propyl-keton bat der phytochemischen Reduktion?) 


1) C. Neuberg und M. Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918. 

2) C. Neuberg und A. Levite, ebendaselbst 91, 257, 1918; C. Neuberg 
und F. F. Nord, Ber. 52, 2237 und 2248, 1919. 

3) Nomenklatur nach F. Tiemann, Ber. 14, 1985, 1881. 

t4) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 8, 438, 1908. 

6) J. Behrens, Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 8, 82, 1893; Landw. Ver- 
suchsstationen 48, 293, 1893; Ch. C. 1901, I, 406; F. Czapek, Beitr. z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 8, 58, 1902; F. Ehrlich, diese Zeitschr. 79, 152, 1917. 

€) C. Neuberg und F. F. Nord, l. c. 
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ebenfalls einen Amylalkohol, das Methyl-n-propyl-carbinol. Es liegt 
daher nahe, anzunehmen, daß die Umwandlung der rechtsdrehenden 
Form des neuen Leucinisomeren nach folgendem Schema verläuft: 


CH, 


CH,CH,CH, Y 


CH E 
CH,.CH,.CH,(NH).C0H -—> 


Ha CH. 
+ NH, CO, => CH, CH, CH 7CHOH. 


Damit soll aber nicht behauptet werden, daß der Weg über die 
tertiäre Oxysäure und deren Decarboxylierung bzw. über das Amin 
völlig von der Hand zu weisen ist. 


Experimenteller Teil. 


L Die Angabe Ehrlichs, daß Isovalin von Hefe angegriffen wird, 
habe ich zu meiner Orientierung zunächst nachgeprüft und kann sie durch- 
aus bestätigen. 

«) Zur Darstellung des Isovalins habe ich eine etwas bequemere Methode 
angewandt, als früher benutzt war; ich arbeitete nach dem allgemeinen 
Verfahren von Wl. Gulewitsch und Th. Wasmus!) bzw. N. Zelinsky und 
G. Stadnikoff?). 

24,5 g Methyláthylketon, 18 g Ammoniumchlorid und 22g Kalium- 
oyanid wurden in 100 ccm Wasser und ebensoviel absolutem Alkohol gelöst 
und 5 Stunden lang in Mineralwasserflaschen auf 50 bis 60° erwärmt. Die 
Flüssigkeit wurde mit dem gleichen Volumen rauchender Salzsäure versetzt 
und unter Eiskühlung mit Chlorwasserstoffgas gesáttigt. Nachdem das 
Gemisch über Nacht sich selbst überlassen war, wurde es mit demselben 
Volumen Wasser verdünnt und 2 Stunden unter Rückfluß gekocht. Dann 
wurde auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft und aus dem Rückstand 
mit absolutem Alkohol das salzsaure Salz der Aminosäure extrahiert. 
Durch Abdampfen wurde der Auszug vom Alkohol befreit, der Rückstand 
sodann in Wasser gelöst und durch Schütteln mit Silberoxyd in die freie 
Aminosäure úbergefúhrt. Aus dem klaren Filtrat der Silberverbindungen 
wurde durch Schwefelwasserstoff in Lösung befindliches Metall gefällt 
und die Flüssigkeit nach nochmaligem Filtrieren bis zur Kristallisation ein- 
geengt. Die Ausbeute an umkristallisiertem, völlig reinem Isovalin betrug 
12g. Es schmolz im geschlossenen Kapillarrohr bei 305°. 

Zur Charakterisierung des Isovalins wurde seine Verbindung mit 
«-Naphthylisocyanat nach der Methode von Neuberg und Manasse dar- 
gestellt. 

Zu lg Isovalin in 60 ccm Wasser und 10 ccm n-KOH wurden 2g 
«-Naphthylisocyanat gegeben und durch starkes Schütteln zur Umsetzung 
gebracht. Nach einstündigem Stehen wurde von etwas Di-naphthylharnstoff 
getrennt und gut mit Wasser nachgewaschen. Das klare Filtrat wurde mit 
Salzsäure angesäuert und der sich dabei abscheidende Niederschlag nach 
2 Stunden gesammelt. Nach dem Umkristallisieren aus verdünntem Alkohol 
bildete das «-Naphthyl-isocvanat-isovalin, COOH.C(CH;3,) (C,H,).NH 


1) WI. Gulewitsch und Th. Wasmus, Ber. 39, 1181, 1906. 
2) N. Zelinsky und @. Stadnikoff, Ber. 89, 1722, 1906. 
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Flasche abgegossen und nach Zusatz von wasserfreiem Natriumsulfat 
eine Nacht zum Trocknen stehen gelassen. Dann wurde filtriert, mit 
absolutem Äther nachgewaschen und an einem 6-Kugel-Birektifikator 
fraktioniert. Nachdem der Siedepunkt von 80% erreicht worden war, 
wurde die Destillation unterbrochen. Der hellbraune dickflüssige 
Rückstand machte ungefähr 100 eem aus und roch kräftig amyl- 
alkoholartig. 

Die erwähnten beiden Ätherextrakte wurden gemischt und an 
einem 8-Kugel-Birektifikator fraktioniert. Nachdem ein großer Teil 
Äther bereits entwichen war, ging noch etwas Äthylalkohol über. Als 
der Siedepunkt 80% betrug, wurde die Destillation eingestellt. Der 
hellgelbe ölige Rückstand belief sich auf 30 ccm und roch ebenfalls 
ähnlich wie Fuselöl. 

Die beiden das Methyl-propyl-carbinol enthaltenden Portionen 
wurden in einer 300-ccm-Flasche abermals scharf über entwässertem 
Glaubersalz getrocknet; nach 24 Stunden wurde filtriert und mit abso- 
lutem Äther gewaschen. Dieses klare Filtrat wurde wieder mit einem 
2-Kugel-Birektifikator auf dem Wasserbade fraktioniert. Bis zum Siede- 
punkt von 84° gingen reichlich Äther sowie Äthylalkohol über. Darauf fiel 
plötzlich das Thermometer. Der Rückstand, nunmehr 30 ccm, wurde 
mittels wasserfreiem Kupfersulfat energisch entwässert, filtriert und 
nach dem Auswaschen des CuSO, mit absolutem Äther der Destillation 
am 2-Kugel-Birektifikator unterworfen. Das Residuum maß rund 
25 ccm. 

Nun wurde das vollkommen getrocknete Rohprodukt aus einem 
Destillierkolben von 50 ccm Inhalt im Ölbade fraktioniert. Das Er- 
gebnis war folgendes: 











e on. f | Temperatur e Manga 
Së Kees SE ` Cem Si 
_ SE en A a 
1 80—119 10 
2 | 120— 124 | 11 
3 | 125-140 2 


Die erste Fraktion enthielt noch viel Äthylalkohol, roch jedoch 
stark fuselig. Die zweite Fraktion roch ähnlich gewöhnlichem 
Amylalkohol. Die dritte Fraktion, in der sich wohl auch die winzigen, 
bei jeder Hefegärung auftretenden Mengen gewöhnlichen ,,Amyl- 
alkohols'* befanden, roch ebenfalls amylalkoholartig, hatte aber da- 
neben noch einen anderen Geruch; sie reduzierte Ostsche Kupferlösung. 

Die zweite Fraktion, scheinbar das reine Methyl-propyl-carbinol, 
wurde für die Bestimmung der optischen Drehung benutzt. Es ergab 
sich: Lef = — 1,090 

(æ = — 1,0%, l == 1, e = 100). 
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Derselbe Anteil wurde nochmals im Ölbade fraktioniert. 








Überdestilliertes 


Fraktion | | Siedepunkt en 

1 oC ccm 

a. unter 118 . 2,0 
b. 118—122 4,5 
c. 123—130 3,2 
d. 131—140 0,5 


Die beiden ersten Anteile wurden polarisiert. 
Fraktion a: Lef = — 1,00, 
Fraktion b: [0% = —],210. 

Da die Drehungswerte sehr ähnlich sind, habe ich beide Fraktionen 
vereinigt und dann wieder destilliert, aber ohne wesentliche Ánderungen 
zu erzielen. Die mäßige Drehung!) des Carbinols spricht dafür, daß 
es viel inaktiven Alkohol enthält, d. h., daß die tertiäre Aminosäure 
gleich manchen sekundären Aminosäuren (Y. Ehrlich, OG. Bertrand) auch 
symmetrisch angegriffen wird. 

0,1500 g Suhstanz gaben 0,3735 g CO, 0,1840 g H,O. 
C¿H,¿0: Ber. C = 68,11%, H = 13,63%; 
gef. C = 67,99%, H = 13,63%. 

Da die Analyse keine Entscheidung darüber zuläßt, ob dem 
Carbinol gewöhnlicher, aus Hefematerial hervorgegangener , Gárungs- 
amylalkohol‘“ beigemischt ist, und da auch die Siedepunkte der hier 
in Betracht zu ziehenden Amylalkohole keine sehr großen Differenzen 
aufweisen, so wurde eine Probe der Hauptfraktion der Bichromat- 
oxydation unterworfen. Daß ß-Oxypentan mußte dabei das ent- 
sprechende Keton, Methyl-propyl-keton, liefern, dagegen der natürliche 
Amylalkohol in ,Valeraldehyd“ übergehen. Bei der üblichen Aus- 
führung der Reaktion und Aufarbeitung wurde eine ketonisch riechende 
Flüssigkeit erhalten, die bei 100 bis 102° sott, also 10% höher als 
der isomere Aldehyd (vom Kp. 91 bis 92°). 

Schärfer noch sind die Unterschiede im chemischen Verhalten. 
Im Gegensatz zu einer Probe von Valeraldehyd nahm das gewonnene 
Keton keine Färbung mit Fuchsin-schwefliger Säure an, selbst nicht 
bei 20stündiger Aufbewahrung des Gemisches im verschlossenen 
Gefäß; dagegen trat aufs deutlichste die Brom-nitroso- Reaktion nach 
Piloty-Stock*) ein, die für Ketone charakteristisch ist und die, wie 
ich mich überzeugt habe, mit ‚„Valeraldehyd‘“ negativ ausfällt?). 


1) Vgl. R. H. Pickard und J. Kenyon, Journ. Chem. Soc. 99, 45, 1911. 

2) O. Piloty u. A. Stock, Ber. 85, 3093, 1902. -` 

3) Ob ursprünglich nicht Spuren des isomeren Gärungsamylalkohols 
vorhanden sind, läßt sich nicht entscheiden; denn kleine Mengen korre- 
spondierenden Aldehyds könnten durch die Chromsäure weiter oxydiert sein. 
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Schließlich habe ich das p-Nitrophenylhydrazon dargestellt. Das- 
selbe scheint nicht beschrieben zu sein; es entsteht aus den Kom- 
ponenten in verdünnt essigsaurer-alkoholischer Tósung, bildet gelbe 
Nädelchen und verflüssigt sich gegen 112° (einmal umkristallisiert). 
Der Schmelzpunkt wurde durch Beimengung von p-Nitrophenyl- 
hydrazon aus reinem Methyl-propyl-keton nicht herabgedrückt. 

0,1389 g Substanz: 22,7 ccm N (18°, 762 mm). 

C.,H,sN¿0,: Ber. N = 19,00%; gef. N = 18,98 %. 

Die genannte Fraktion 1 enthielt noch viel Äthylalkohol, aber roch, wie 
schon erwähnt, beträchtlich nach Fuselól. Die Drehung im 2-dm-Rohr 
war = — 0,14%; dies läßt darauf schließen, daß ungefähr 12% aktives 
Carbinol in Lösung enthalten waren. 


€) Derivat des aktiven Methyl-n-propyl-carbinols. 

Die a-Naphthyl-urethanverbindung des Methyl-n-propyl-carbinols 
wurde nach der Methode von Neuberg und Kansky!) hergestellt. 

lg Carbinol und 1,7 g «-Naphthyl-isocyanat wurden in einem 
ganz trockenen Reagenzglas abgewogen und nach Aufsetzen eines 
Steigrohrs schwach erwärmt, worauf unter Selbsterhitzung bald Konden- 
sation erfolgte. Es zeigten sich in kurzer Zeit weiße Kristalle. Nach 
halbstündigem Stehen wurden sie mit 400ccm Ligroin am Rück- 
flußkühler ausgekocht. Der filtrierte Ligroinextrakt wurde verdampft 
und die hinterbliebene Masse nochmals aus heißem Petroläther um- 
gelöst. Es schieden sich feine weiße Nädelchen ab in einer Ausbeute 
von 1,2g; sie erweichten bei 46%. Diese Kristalle waren in Wasser 
schwer löslich, wurden aber von Ligroin sowie Petroläther und sehr 
leicht von Äther, absolutem Alkohol, Toluol, Benzol nebst Chloroform 
aufgenommen. 

0,1516 g Substanz (im Hochvakuum getrocknet) gaben 0,4173 g CO, 

0,1018 g H,O. 
0,1509 g Substanz: 7,4 cem N (17°, 753 mm). 
Cie HON: Ber. C = 74,70%, H = 7,39%, N = 5,46%; 
gef. C = 75,07%, H = 7,46%, N = 5,65 %. 


S) Die Isolierung unveränderter und aktiver Aminosäure aus dem Ansatz 
zur Gewinnung des Methyl-propyl-carbinole. 

Der wässerige Rückstand?) wurde eingeengt und durch Schwefel- 
wasserstoff Kupfer niedergeschlagen, das dem Kupfergefäß entstammte. 
Das Filtrat vom CuS wurde bis zum Sirup eingeengt. Aus ihm schieden 
sich innerhalb 24 Stunden reichlich Kristalle ab. Sie wurden abgesaugt 
und aus Wasser umkristallisiert. Die Ausbeute an Aminosäure betrug 


1) Diese Zeitschr. 20, 445, 1909. 
2) Siehe vorher S. 429. 
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ungefähr 50g. Dieser Anteil war optisch inaktiv. Die Mutterlauge 
der Aminosäure wurde durch Bleiessig von Verunreinigungen befreit 
und in Lösung befindliches Blei sodann durch Schwefelwasserstotf 
entfernt. Das klare Filtrat vom Bleisulfid wurde zu Sirup verdampft 
und mit absolutem Alkohol extrahiert. Diese alkoholische Lösung 
wurde nach Verflüchtigung des Alkohols im Vakuum konzentriert 
und im Exsikkator 1 Monat lang stehen gelassen. Es bildeten sich 
allmählich weiße Kristalle in einer Ausbeute von 5g. Sie schmolzen 
im geschlossenen Rohr bei 299% Bei dieser Fraktion der tertiären 
Aminosäure wurde Drehungsvermögen konstatiert. 
[«]p = — 3,90 

(c = 5,638, l = 1, & = — 0,220). 

Die optische Aktivitát der Aminosáure war niedriger als bei dem 
Versuch y; das ist auch erklárlich, weil bei diesem Ansatz, der in erster 
Linie die Gewinnung des Methyl-propyl-carbinols bezweckte, die Gär- 
flüssigkeit stark und andauernd erhitzt worden war. 

Aus der nicht unbeträchtlichen Mutterlauge kristallisierte keine 
weitere Aminosäure aus. 


Zusammenfassung. 


L Für den Abbau der Aminosäuren durch Hefe hat man bisher 
als den wahrscheinlichsten Gang eine desaminierende Oxydation zur 
entsprechenden «-Ketosäure, deren Zerlegung in Kohlendioxyd und 
Aldehyd sowie Reduktion des letzteren zum zugehörigen Alkohol 
angenommen. | 

2. Bei einer tertiáren &-Aminosäure ist der Weg über die &-Keto- 
säure nicht möglich; denn die oxydative Desaminierung kann hier 
nur zu einem Keton führen. 

3. Gärversuche mit der d,1-Methyl-n-propyl-«-amino-essigsäure 
ergaben, dal eine optisch aktive Form dieser tertiären Aminosäure 
auftritt und andererseits ein drehender Amylalkohol, das Methyl- 
propyl-carbinol, entsteht. 

4. Da Methyl-propyl-keton durch Hefe asymmetrisch zu aktivem 
Methyl-n-propyl-carbinol reduziert wird, so ist es wahrscheinlich, daß 
die alkoholische Spaltung der tertiären Aminosäure über das Keton 
vonstatten geht. 

5. Ob bei der Umsetzung von Aminosäuren durch Hefe un- 
bedingt die Stufe der a-Ketonsáure durchlaufen wird, bleibe dahin- 
gestellt; wenn dieser Weg verlegt ist, tritt jedenfalls eine andere 
Reaktionsfolge ein. 
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Synthese zweier neuer Leucine. 


Von 
K. Kurono. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
für experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 9. August 1922.) 


Für die in der voranstehenden Mitteilung beschriebenen Versuche 
brauchte ich eine der tertiáren &- Aminocapronsäuren mit asymmetrischem 
Kohlenstoffatom. Solche sind, soweit ich sehe, bisher noch nicht bekannt; 
zwei derselben beschreibe ich im folgenden, da sie als Isomere der 
natürlich vorkommenden Leucine Interesse verdienen. Ich stellte die 
Methyl-n-propyl-«-amino-essigsáure und die Methyl-isopropyl-«-amino- 
essigsáure dar. 


1. Synthese der Methyl-n-propyl-«-amino-essigsäure ` 
CH NH, 
CH,.CH,.CH, COOH. 

Die Synthese dieses isomeren Leucins wurde nach Zelinsky und 
Stadnikoffs!) Verfahren zur Gewinnung von «&-Aminosäuren durech- 
geführt. 

50 g Methyl-propyl-keton, 31 g Ammoniumchlorid und 38 g Kalium- 
cyanid wurden in 200 ccm Wasser und 200 eem absolutem Alkohol 
gelöst und in Mineralwasserflaschen bei 50 bis 60% während 5 Stunden 
erwärmt. Die Lösung wurde mit dem selben Volumen rauchender 
Salzsäure gemischt und unter Eiskühlung mit gasförmiger HCl ge- 
sättigt. Nachdem die Lösung über Nacht sich selbst überlassen war, 
wurde sie mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt und 2 Stunden 
unter Rückfluß gekocht. Dann wurde auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft und aus dem Salzkuchen mit absolutem Alkohol das Chlor- 
hydrat der Aminosäure herausgelóst. Durch Abdampfen wurde der 
Extrakt vom Alkohol befreit, der Rückstand sodann in Wasser auf- 
genommen und durch Behandlung mit Silberoxyd in die freie Amino- 
sáure übergeführt. Aus dem klaren Filtrat wurde durch Schwefel- 
wasserstoff das Silber beseitigt und die Lösung nach nochmaligem Pal. 
trieren bis zur Kristallisation eingeengt. Die Ausbeute betrug 30 g. 


1) Ber. 89, 1722, 1906. 
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Die Methyl-propyl-amino-essigsäure kristallisiert in weißen Nadeln, 
die recht leicht in Wasser und ziemlich in Alkohol sowie Methylalkohol 
löslich sind, während sie von Aceton, Äther, Petroläther, Ligroin, 
Benzol, Toluol und Chloroform nicht aufgenommen werden. Der 
Schmelzpunkt der Substanz liegt im geschlossenen Rohr bei 295°; im 
offenen Rohr trat allmählich eine Sublimation ein. 

Die Analyse der im Vakuum bei 100° getrockneten Substanz ergab 
folgende Werte: 

0,1292 g Substanz: 0,2596 g CO, und 0,1156 g H,O. 

0,1390 g Substanz: 12,8ccm N (13%, 754 mm). 

C,H,,NO,: Ber. C = 54,91%, H = 9,99%, N = 10,68%. 
gef. C = 54,79%, H =: 9,94%, N = 10,80%. 

Das Kupfersalz der Methyl-n-propyl-«-amino-essigsäure wurde, wie 
üblich, hergestellt. Es bildete dunkelblaue kleine Kristalle, die nicht 
schmolzen, sondern bei 200° verkohlten. Nachdem die Verbindung. 
bei 110° im Vakuum getrocknet war, wurde sie analysiert: 

0,6015 g Substanz: 0,1456 g CuO. 
(C¿H,,N O,),Cu: Ber. CuO = 24,59%; gef. CuO = 24,21%. 

Das Kupfersalz ist leicht löslich in Wasser, aber auch löslich in 
Holzgeist, Sprit sowie in heißem Amylalkohol und Benzylalkohol; in 
Aceton ist es unlöslich. 


«-Naphthyl-180cyanat-methyl-propyl-amino-essigsdure, 
COOH.C(CH,) (C,H,).NH.CO.NH.C,H-- 


Die &-Naphthylisocyanatverbindung der Methyl-propyl-«-amino- 
essigsäure gewinnt man in gewohnter Weise!): 
Zu 1,3g Methyl-propyl-amino-essigsäure in 60 ccm Wasser und 
10 cem n-KOH wurden 2g «-Naphthyl-isocyanat gegeben und durch 
starkes Schütteln zur Umsetzung gebracht. Nach einstündigem Stehen 
wurde vom Di-naphthyl-harnstoff abfiltriert und gut mit Wasser nach- 
gewaschen. Das klare Filtrat wurde mit Salzsäure angesäuert und der 
sich dabei abscheidende Niederschlag nach einigem Stehen filtriert. 
Nach dem Umkristallisieren aus verdünntem Alkohol betrug die Aus- 
beute 0,5g. Die Kristalle bestanden aus weißen kleinen Nadeln. Sie 
schmolzen im offenen Rohr bei 191°. Zur Analyse wurde im Hoch- 
vakuum bei 100° getrocknet: 
0,1305 g Substanz: 0,3232 g CO,, 0,0782 g H,O. 
6,21 mg Substanz: 0,502 ccm N (13°, 759 mm). 
C,,H39N303: Ber. C = 67,96%, H = 6,66 %,, N = 9,61%; 
gef. C = 67,54%, H = 6,65%, N = 9,63%. 


1) Neuberg und Manasse. Ber. 88, 2359, 1905; Neuberg und Rosenberg, 
diese Zeitschr. 5, 456, 1907. 


sn AR E gl 


436 K. Kurono: Synthese zweier neuer Leucine. 


Löst man die Naphthylurethan-verbindung in Ammoniak und kocht 
dessen Überschuß fort, so erhält man mit AgNO, Cu-Acetat und essig- 
saurera Quecksilber die entsprechenden Salze, die in H,O unlöslich sind. 

Wie ich S. 429 mitteilte, kann man durch Gärung auch eine aktive 
Form der Methyl-propyl-amino-essigsäure gewinnen. Demnach sind, 
zusammen mit dem gewöhnlichen Leucin, dem Isoleucin und dem wahr- 
scheinlich in der Natur vorkommenden Norleucin, jetzt vier a-Amino- 
capronsäuren als biochemische Erzeugnisse bekannt. 


2. Synthese der Methyl-isopropyl-«-amino-essigsäure 
CH NH, 
(CH), CH CCOO H. 

Diese tertiáre a-Amino-capronsäure kann genau wie das n-Propyl- 
isomere bereitet werden. Sie kristallisiert jedoch schwerer, so daß 
die Ausbeuten an reiner Substanz geringer sind. 

Die Methyl-isopropyl-«-amino-essigsäure bildet nadelförmige Kri- 
stalle. Schmelzpunkt im geschlossenen Röhrchen bei 293%; im offenen 
Röhrchen wird bei 290° ein wolliges Sublimat entwickelt. Löslichkeits- 
verhältnisse sehr ähnlich wie bei der n-Propylverbindung. 

6,79 mg Substanz: 0,660 ccm N (16°, 747 mm, 50%, KOH). 

C,H,,NO,: Ber. N = 10,68%; gef. N = 11,08%. 

Kupfersalz, auf übliche Art dargestellt, tiefblaue Nädelchen, 
leicht löslich in Wasser, löslich in Äthylalkohol. 

0,1604 g Substanz: 0,0394 g CuO. 
(C,H,,NO,)¿Cu: Ber. CuO = 24,59%: gef. CuO = 24,56%. 

Eine weitere Untersuchung unterblieb, da das Ausgangsmaterial, 

Methyl-isopropyl-keton, gegenwärtig schwer zugänglich ist. 


ma E: =a. 


Beiträge zur Lehre von der experimentellen Säurevergiftung. 


II. Mitteilung. 
Über den respiratorischen Gaswechsel bei experimenteller Säurevergiftung. 


Von 


A. Loewy (Davos) und E. Miinzer (Prag). 
(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Charité in Berlin.) 
(Eingegangen am 22. September 1922.) 


In einer früheren Mitteilung!) haben wir gezeigt, daß die Disso- 
ziationsspannung der Kohlensäure des Blutes bei Kaninchen nach 
Salzsáurevergiftung mehr oder weniger beträchtlich gesteigert ist. 
Diese Versuche hatten aber zugleich erkennen lassen, daß die Auf- 
nahmefähigkeit des Blutes für Kohlensäure nicht so weit herabgesetzt 
ist, daß das kapillare Blut nicht noch so viel Kohlensäure aus den Ge- 
weben hätte aufnehmen können, um unter einer mit dem Leben noch 
verträglichen Steigerung der Kohlensäurespannung eine ausreichende 
Wegführung der Kohlensäure aus den Geweben zu ermöglichen. Der 
geringe Kohlensäuregehalt des Blutes bei Säurevergiftung konnte 
demnach nicht aus der mangelhaften Bindungsfähigkeit für Kohlen- 
säure allein erklärt werden. Vielmehr war es wahrscheinlich, daß 
zugleich auch die Kohlensäurebildung seitens der Gewebe gelitten 
hatte. Bestimmungen über den Gaswechsel säurevergifteter Tiere sind 
von C'hvostek?) am Kaninchen ausgeführt worden; sie ergaben in der 
Tat eine Herabsetzung des Umsatzes. Nachprüfungen, die der eine 
von uns (Loewy) ausführte, konnten diese Tatsache bestätigen. Doch 
zeigte sich, daß die Kärpertemperatur der säurevergifteten Tiere be- 
trächtlich gesunken war — bis auf 32 bis 33°C, im After gemessen. 
Dadurch wird die Deutung der Resultate unsicher, da es fraglich ist, 


1) A. Loewy und E. Münzer, Arch. f. (Anat. u.) Phvsiol. 1901, $. 81. 
2) F. Chvostek, Zentralbl. f. inn. Med. 14, 329, 1893. 
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ob die Herabsetzung des Gaswechsels das Primäre und das Sinken der 
Temperatur das Sekundäre ist oder ob umgekehrt infolge Sinkens 
der Körpertemperatur auch der Gaswechsel erniedrigt wird. 

Zur Entscheidung der Frage von der Wirkung der Säurevergiftung 
auf den Stoffwechsel mußten die Versuche derart angestellt werden, 
daß die Körpertemperatur der säurevergifteten Tiere möglichst konstant 
erhalten wurde. Diese Bedingung wurde in den von uns mitzuteilenden 
Versuchen dadurch erfüllt, daß wir die Versuchstiere (Kaninchen) 
während der Respirationsversuche in einem Bade von physiologischer 
Kochsalzlösung hielten, dessen Temperatur so gewählt war, daß die 
Körpertemperatur der Tiere am Absinken gehindert wurde. 


In zwei unserer Versuche gaben wir die tödliche Salzsäuredosis von 
0,9g pro Kilogramm Körpergewicht in einem Zuge, nachdem der normale 
Gaswechsel dieser Tiere bestimmt war. Diese Tiere gingen so rasch zu- 
grunde, daß es uns nicht gelang, längere Untersuchungen des Gaswechsels 
nach der Vergiftung durchzuführen. Wir haben uns infolgedessen beim 
dritten Tiere entschlossen, die tödliche Salzsäuredosis in zwei Portionen 
einzuführen. Wir gingen so vor, daß wir das mit Urethan beruhigte Tier 
tracheotomierten, eine T-Kanüle in die Trachea einbanden und nun das 
Tier in das Wärmebad brachten in schräger Haltung, so daß die hinteren 
Extremitäten zu tiefst im Wasserbade lagen, die Trachealkanüle sich 
oberhalb des ‚Wasserspiegels befand. Die Kanüle wurde mit zwei Darm- 
ventilen verbunden, von denen das Exspirationsventil zu einer kleinen 
trockenen Gasuhr führte; an dieser befand sich eine Einrichtung zur pro- 
portionalen Entnahme einer Probe der Ausatmungsluft. Nachdem die 
Atmung vollkommen gleichmäßig geworden war, begann die Probenahme, 
die 7 bis 8 Minuten dauerte und während der die Atmung gleichmäßig 
weiter verlief. Die entnommene Probe wurde dann in einem Hempel- 
apparate analysiert. Sodann wurde an dem im Wasserbade bleibenden 
Tiere die Hälfte der berechneten tödlichen Salzsäuredosis mit Schlundsonde 
in den Magen eingeführt und eine halbe Stunde später mit der Bestimmung 
des Gaswechsels dieses Tieres neuerdings begonnen. Das Tier wurde sodann 
aus dem Bade entfernt, die Trachealwunde vernäht, das Tier gut abge- 
trocknet und 24 Stunden in der Wärme gehalten. Am nächsten Tage 
wurde die Trachea von neuem geöffnet, die Kanüle wieder eingeführt, das 
Tier in das Wasserbad versenkt und von neuem der Gaswechsel in zwei Ver- 
suchen bestimmt. Die erste dieser beiden Bestimmungen machten wir 
ohne neue Eingießung, dann folgte die EingießBung des Restes von HO 
und eine halbe Stunde später wurde eine zweite Bestimmung durchgeführt. 
Nach dieser zweiten Bestimmung ging das Tier rasch zugrunde. Wir haben 
an diesem Tiere zwei normale Werte, dann zwei Werte nach der Vergiftung 
mit der halben tödlichen Dosis in den ersten Stunden der Vergiftung, 
eine dritte 24 Stunden nach dieser und eine vierte nach Zuführung der 
zweiten Hälfte der tödlichen Dosis. Das Ergebnis zeigt die folgende 
Tabelle. 

Wir entnehmen der Tabelle, daß der Gaswechsel vor der Ver- 
giftung in Versuch 1 und 2 fast identisch war, gemessen am Sauerstoff- 
verbrauch; er betrug pro Minute 17,54 bis 18,03 ccm O,, im Mittel 


also 17.77 ccm Sauerstoff. Eine Stunde nach der Eingießung war der 
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Minuten» j 
volumen ; CO2Auss Le Ver: Körper || 
Datum ‚der r Atmung We rd geng temperatur Bemerkungen 
| reduziert | cem | eem Ma u E 
AS | A nen 
21. VIL | | 
1. Probe ' 230,14 | 11,48 | 17,54 | > 


| 
2. , , 280,88 | 17,22 | 18,03 aa |, a 


2, | 325,34 9,693 | 9,337 | 38,3 | 3, Stunden vor Beginn 
von Versuch 3: Ein- 
| giebung der halben 

| tödlichen Dosis HCl. 
4. ,„ | 322,7 20,27 15,49 38,3 





Tier sitzt vor Beginn des 
| Versuchs scheinbar 
Ä normal im Käfig. Bei 
| | | den Vorbereitungen 
| | | zum Versuch keinerlei 

| Widerstand oder Un- 
ruhe, weshalb neuer- 
| liche Urethandar- 
reichung unterbleibt. 
5. Probe | | 
| 240,62 | 6,64 9,84 37,86 Nach Eingießung der 
zweiten een) 


415,1 | 9,340 | 13,78 | 37,86 
| | HCI-Dosis, 


Sauerstoffverbrauch auf 9,337 ccm, d. h. um 8,43ccm gesunken, 
also um 47,4%,. In der nächsten halben Stunde tritt ein Wiederanstieg 
des Gaswechsels ein, bei dem der Sauerstoffverbrauch allerdings noch 
immer um 2,28ccm unter dem normalen Mittel bleibt, also um 139%, 
vermindert erscheint. Worauf dieses Wiederansteigen des Sauerstoff- 
verbrauchs beruht, ob auf einer Art Erholung nach der nicht tödlichen 
(halben Dosis) Salzsäure, muß dahingestellt bleiben. 24 Stunden 
später ist der Sauerstoffverbrauch auf 13,78ccm gesunken, hat sich 
also um 4 ccm, das ist 224,%, vermindert. Dabei ist allerdings zu be- 
denken, daß in diesem fünften Versuch das Atemvolumen um 150 cem 
gegen die Norm erhöht war, so daß der Sauerstoffverbrauch, reduziert 
auf das normale Atemvolumen, noch wesentlich niedriger sein würde. 
Nach der nun folgenden Eingießung der zweiten tödlichen Salzsäure- 
hälfte sinkt der Gaswechsel weiter ab, bei einem der Norm gleichenden 
Atemvolumen annähernd auf den Wert, der sich gleich nach EingieBung 
der ersten Salzsäurehälfte im Versuch 3 gefunden hat — nämlich auf 
9,84 ccm —; die Einschränkung des Sauerstoffverbrauchs beträgt hier 
7,93 ccm, d. h. 44,7%. Der Sauerstoffverbrauch war also zweimal 
fast auf die Hälfte gesunken, einmal um mehr als 22%, und nur in 
einem Versuche war die Verminderung geringer, war aber noch immer 
deutlich vorhanden. 
29% 
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Wir haben uns bisher nur auf den Sauerstoffverbrauch bezogen, 
ohne auf die Kohlensäure Rücksicht zu nehmen; mit voller Absicht. 
Sind deren Werte schon bei normalen Tieren in kurzen Versuchen, 
wenn das Atemvolumen nicht ganz konstant bleibt, nur mit Vorsicht 
zu verwerten, so ist das bei den säurevergifteten Tieren infolge Aus- 
treibung der Kohlensäure aus dem Blute durch die Säure erst recht 
der Fall. Denn in diesem Falle entspricht die Kohlensäureausscheidung 
durchaus nicht der Kohlensáurebildung, wird sie vielmehr mehr oder 
weniger übertreffen. Das geht auch aus unseren Versuchen bei Be- 
trachtung des respiratorischen Quotienten deutlich hervor. In Versuch 1 
beträgt der Respirationsquotient 0,8433, liegt also innerhalb der 
normalen Grenzen; im Versuch 2 ist das Verhältnis auf 0,955 gestiegen, 
was auch noch im Bereich des Normalen liegt; das Ansteigen gegenüber ] 
erklärt sich aus dem gesteigerten Atemvolumen. Anders liegt es nach 
der Sáurevergiftung. Schon in Versúch 3 ist der Respirationsquotient 
über 1 gestiegen und übertrifft die Einheit in Versuch 4 um ein ganz 
beträchtliches; er würde sich hier auf 1,308 stellen. Beide Werte sind 
zu erklären durch Austreibung der Blutkohlensäure infolge der Salz- 
säurezufuhr. In Versuch 5, d. h. nach 24 Stunden, finden wir um- 
gekehrt einen abnorm niedrigen Quotienten von nur 0,6778. Dieser 
könnte sich erklären dadurch, daß das sich erholende Tier nunmehr 
Kohlensäure zurückhält; möglich wäre es aber auch, daß der Stoff- 
umsatz pathologisch derart geändert ist, daß das in Zerfall geratene 
Material nicht mehr zu Kohlensäure abgebaut wird. Dieser letztere 
Gesichtspunkt scheint insbesondere für den Versuch 6 zuzutreffen. 
Wir finden hier den gleichen Respirationsquotienten von 0,6748 wie 
im Versuch 5, trotzdem zuvor neuerdings Salzsäure eingegossen wurde. 
Wir hätten also in diesem Falle ein erneutes Ansteigen der Kohlen- 
säureabgabe erwarten können. Es liegt am nächsten, diese geringe 
Kohlensäureausscheidung zu erklären durch mangelhafte Verbrennung, 
so daß es bei der Bildung intermediärer Stoffwechselprodukte blieb. 
Uber diesen Punkt müssen weitere Untersuchungen Aufschluß geben. 
Jedenfalls zeigen unsere Versuche, daß die eingeführten Säuren nicht 
allein das Verhalten des Blutes wesentlich verändern, sondern daß 
gleichzeitig auch die Umsetzungsprozese der Gewebe geschädigt 
werden. Schon in der ersten Mitteilung hatten wir angenommen, 
daß für den Tod der Tiere nach Säurevergiftung ,,ein deletärer Einfluß 
auf die Gewebszellen verantwortlich gemacht werden‘‘ müsse. 

Es setzen sich also die Erscheinungen der Säurevergiftung, wie 
wir schon in unserer ersten Mitteilung vermutungsweise äußerten, aus 
zwei Reihen von Wirkungen zusammen: aus der Verminderung der 
Blutalkaleszenz einerseits und aus der Störung der Gewebsatmung 
andererseits; letztere aber nicht in dem Sinne, als ob die seitens der 
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Gewebe gebildete Kohlensäure nicht durch das Blut fortgeschafft 
werden könnte, sondern in dem, daß der Sauerstoffverbrauch seitens 
der Gewebe eingeschränkt wird und die Kohlensäurebildung wahr- 
scheinlich noch in erhöhtem Maße leidet!). 


1) Es liegt nahe, das Ergebnis dieser Versuche auf die menschliche 
Pathologie zu übertragen. Sie lassen die Frage aufwerfen, ob in den mit 
abnormer Säurebildung einhergehenden Krankheitsprozessen, also vor 
allem beim Diabetes mellitus, der tödliche Ausgang tatsächlich eine Folge 
der Acidose ist, oder ob nicht hier die Säuren Folge eines pathologischen 
Zellebens sind, Ausdruck einer Gewebserkrankung, deren Fortschreiten 
zum Tode führt. — Das wäre eine Auffassung, die auch das Versagen der 
Alkalitherapie in einschlägigen Fällen verständlich machte. 


Beiträge zur Lehre von der experimentellen Säurevergiftung. 


III. Mitteilung. 
Führt Methylalkoholvergiftung zu Acidose? 


Von 
A. Loewy (Davos) und E. Münzer (Prag). 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Charite in Berlin.) 
(Eingegangen am 22. September 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit Pohl in seiner bekannten Arbeit: „Über die Oxydation des 
Methyl- und Äthylalkohols im Tierkórper** (1) den Nachweis erbracht 
hatte, daß ein Teil des Methylalkohols im intermediären Stoffwechsel 
in Ameisensäure verwandelt wird, ist der Einfluß dieses Körpers auf 
den Stoffwechsel vielfach studiert worden. 


Im Jahre 1912 hat dann Schmiedeberg die Ansicht gsaußert, daß 
die Methylalkoholvergiftung vielleicht als Säurevergiftung aufzufassen 
wäre. Dieser Anschauung hat Kröl (2) in Schmiedeberge Laboratorium 
die experimentelle Grundlage zu geben versucht. Er hat drei Hunden 
Methylalkohol zugeführt, im Harn die ausgeschiedene Ammoniakmenge, 
in einem Versuch auch an einigen Tagen die ausgeschiedene Ameisensäure 
bestimmt, und kommt zu dem Schluß: ‚‚die Annahme, daß es sich bei der 
Methylalkoholvergiftung um eine Acidose handelt, kann nach den vor- 
liegenden Versuchen bestätigt werden“. Betrachtet man die Versuche 
näher, so erscheint dieser Schluß nicht zwingend. Der dritte Versuch 
zeigt eine nur geringe Ammoniakausscheidung; in den beiden ersten Ver- 
suchen ist wohl eine stärkere Ammoniakausscheidung nachweisbar, aber 
diese Steigerung der Ammoniakausfuhr ist nur an jenen Tagen stärker 
vorhanden, an denen die Tiere krank sind. Sobald die Tiere sich wohl 
fühlen und auch in den ersten Tagen der Vergiftung besteht sie. nicht, 
trotzdem die Tiere doch schon ansehnliche Mengen Methylalkohol ver- 
abreicht erhalten haben und auch verarbeitet haben müssen, da sie schon 
ausgesprochene Vergiftungserscheinungen zeigen. Dazu kommt, daß Kröl 
das relative Verhältnis des Ammoniakstickstoffs zur Gesamtstickstoff- 
ausscheidung nicht festgestellt hat. Noch wichtiger aber dürfte es sein, 
daß Kröl nur im zweiten Versuch an einigen Tagen, und zwar an jenen, 
bei denen die stärkere Ammoniakausscheidung gefunden wurde, sich be- 
müht hat, die Beziehungen zwischen Ammoniak und jener Säure, die aus 
dem eingeführten Methylaklohol im Körper entsteht, der Ameisensäure, 
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zu prüfen. Er findet, daß nur ein Teil des ausgeschiedenen Ammoniaks, 
nach unserer Berechnung 34,8 % (nach Kröls Berechnung sogar nur 26,4 %), 
durch Ameisensäure gedeckt ist, für die übrige Ammoniakmenge muß 
Krol die Deckung durch unbekannte Säuren annehmen. Diese Säuren 
könnten also nicht dem Methylalkohol entstammen, sondern müßten als 
eine Folgeerscheinung der Vergiftung mit Methylalkohol aufgefaßt werden. 


Im wesentlichen aber wäre zu fragen: ist die Mehrausscheidung 
von Ammoniak überhaupt schon ein Zeichen von Acidose? Gewiß 
zeigt uns die vermehrte Ammoniakausscheidung eine vermehrte Säure- 
bildung im Körper an, aber sie ist kein Zeichen dafür, daß diese Säuren 
nicht neutralisiert wurden, ohne daß eine weitere Schädigung im 
Chemismus des Körpers eingetreten sein müßte; im Gegenteil! Wir 
wissen, daß der fleischfressende Organismus große Mengen von Säure 
durch Ammoniak zu neutralisieren vermag, ohne irgendwelchen Schaden 
zu erleiden. Erst wenn die Säurebildung bzw. die Säurezufuhr sehr 
umfänglich ist und so lange dauert, daß die zur Verfügung stehende 
Ammoniakreserve nicht mehr zureicht und schon erhebliche Mengen 
fixer Alkalien vom Körper abgegeben wurden, kommt es zu dem, was 
wir gemeinhin Acidose nennen. Diese Acidose zeigt sich dann eindeutig 
im Verhalten des Blutes gegenüber der Kohlensäurebindung: die 
Bindungsfähigkeit des Blutes für CO, ist bei acidotischen Zuständen 
vermindert, die Kohlensáuredissoziationskurve muß eine Änderung 
aufweisen. | 

Eine Änderung der Dissoziationskurve kann nach zweierlei Richtung 
erfolgen: entweder ist die Lage der Kurve im Koordinatensystem 
geändert ohne Änderung der Form, oder die Form der Kurve hat 
eine Änderung erfahren im Sinne einer Abflachung. Ersteres bedeutet, 
daß die Alkalireserve des Blutes vermindert ist, daß aber im gleichen 
Maße die Kohlensäuremenge des Blutes abgenommen hat, so daß die 
H,CO, 
Beziehung NaHCO; 
Falle dagegen ist die Beziehung zwischen beiden Werten geändert 
in dem Sinne, daß NaHCO, sich mehr vermindert hat als H,CO,, 
so daß die Wasserstoffionenkonzentration gesteigert ist. Amerikanische 
Autoren bezeichnen neuerdings das erstere Verhältnis als kompensterte, 
das letztere als dekompensierte Acidose. 7 


unverändert ist, demnach auch die pg; im zweiten 


Damit ist die Stellung zur Frage der Acidose bei Methylalkohol- 
vergiftung gegeben in dem Sinne, daß die Kohlensáuredissoziations- 
kurve bestimmt werden muß. Wir haben von diesem Gesichtspunkt 
ausgehend, zwei Kaninchen und einen Hund mit Methylalkohol ver- 
giftet und nach Zufuhr verschiedener Mengen die Dissoziationskurve 
des Blutes für Kohlensäure bestimmt. 
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Die von uns angewandte Methode war folgende: Die Tiere er- 
hielten 3 bis 5 Tage hindurch steigende Mengen von Methylakohol durch 
die Schlundsonde zugeführt. Nach der letzten Einführung wurde, 
während sich die Tiere bereits im Stadium der Narkose befanden, 
Blut aus der Carotis genommen, durch Zusatz von Kaliumoxalat 
ungeronnen gehalten und die Kohlensäurebindung bei drei verschie- 
denen Kohlensäurespannungen festgestellt. Zu dem Zwecke brachten 
wir das Blut mit Gasmischungen verschiedenen CO,-Gehaltes in 
Spannungsgleichgewicht. Die Gasmischungen enthielten neben Kohlen- 
säure nur reinen Sauerstoff. Der Spannungsausgleich erfolgte in einem 

BR dem Barcroftschen Tonometer ähnlichen Appa- 
| rate, nur geschah die Füllung des Tonometers 
in jener Weise, die wir schon früher (3) nach 
Zuntz und Loewy verwendet hatten (4). Bei- 
stehend bringen wir eine Abbildung des Appa- 
rates. 

i Zur Füllung wurde nach Einführung des 
Blutes (etwa 8 cem) in die Kugel A der Ballon B 
"vw mittels eines Gebläses aufgeblasen, so daß er die 
Kugel voll erfüllte. Dann wurde das Ende des 
Röhrchens a mit einem der die CO,-Mischung ent- 
haltenden Gasometer in Verbindung gesetzt und 
nach Öffnung des Verschlusses des Gummiballons B 
das Gasgemisch unter Zusammenfallen des Ballons 
in die Kugel einströmen gelassen. Die Kugel, mit 
Blut- und Gasgemisch gefüllt, wurde im Wasser- 
bade manuell langsam gedreht, so daß die Blut- 
menge sich in dünner Schicht an der Glasoberfläche 
verteilte, also dem Ausgleich mit dem Gase eine 
möglichst große Oberfläche dargeboten wurde. 
Nach 10 bis 15 Minuten Drehens wurde die Kugel 
aus dem Wasserbade genommen, das Röhrchen a ge- 
öffnet, um Druckausgleich herbeizuführen, und die 

7 Drehung weitere 10 Minuten fortgesetzt. Die 

Abb. 1 Drehung erfolgte im Wasserbade bei einer Tempe- 

$ ratur von 17 bis 18°C. Die Blutentnahme geschah 

unter ganz schwacher Aufblasung des Ballons B, 

wobei das Blut in den kalibrierten Stutzen b, der bei voller Füllung genau 

l ccm faßt, eintrat, so daß diese Menge also automatisch abgegrenzt wurde. 

Durch Drehung des Hahns wurde diese Blutmenge mit dem kleinen offenen 

Ansatz, der Y, cem Ammoniaklösung enthielt, in Verbindung gesetzt, so 

daß bei Ausfluß des Blutes in das Eigefäß des Barcroftschen Differential- 

apparates der eine Kubikzentimeter Blut mit !/,cem Ammoniak nach- 
gespült wurde. 

Die Blutgasbestimmung geschah im Barcroftschen Apparat. 

Das Gas zur Bestimmung der Kohlensäurespannung der Schüttelgase 
wurde aus der Kugel A dadurch gewonnen, daß das Tonometer mit einer 
Bürette in Verbindung gesetzt und der Ballon B nun aufgeblasen wurde, 
so daß das Gas in die Gasbürette übertrat. 
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Die mit dieser Methodik durehgeführten Versuche ergaben Re- 
sultate, die auf der nachfolgenden Abb. 2 zusammengestellt sind (aus- 
gezogene Linien: 6, O, +). e 

Zur Erklärung diene folgendes: 


Benutzt wurden, wie bereits erwähnt, zwei Kaninchen und ein Hund. 
Die Versuche an den beiden Kaninchen sind durch Punkte und Kreise, 
die Versuche am Hunde durch ein Kreuz bezeichnet. 
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Das erste Kaninchen wog 1,8 kg und erhielt am 15., 16. und 17. Juli 
je 10 ccm reinen acetonfreien Methylaklohols, dreifach mit Wasser verdünnt, 
per 0s. Das Tier liegt am 17. Juli apathisch auf der Seite. 

Einem Schüttelgas mit 

15,62 mm CO,-Spannung entsprechen 44,13 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
33,78 mm CO,-Spannung entsprechen 65,97 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
48,49 mm CO,-Spannung entsprechen 66,28 Vol.-Proz. CO, im Blute. 

Das zweite Kaninchen wog 2,1 kg; es erhielt am 15. und 16. Juli je 10, 

am 17. Juli 20 ccm Methylalkohol in der gleichen Weise wie früher verdünnt. 


pu des Blutes war 7,25 bis 7,30, also normal !). 


Einem Schüttelgas mit 
22,98 mm CO,-Spannung entsprechen 53,63 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
67,12 mm CO,-Spannung entsprechen 83,84 Vol.-Proz. CO, im Blute. 


1) Herrn Dr. Petow danken wir bestens fúr die freundliche Durch- 
führung dieser Bestimmungen. 
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Dritter Versuch. Das Gewicht des Hundes betrug 9,9 kg. Der Hund 
erhielt am 15. 20 ccm, am 16. 25 ccm, am 17. 30 ccm und am 18. und 19. 
je 40 ccm Methylalkohol dreifach verdünnt, zusammen also 155 ccm in 
5 Tagen. Am 19., zu einer Zeit, da der Hund die ausgesprochensten Ver- 
giftungserscheinungen, wie Taumeln, Somnolenz, starke Diurese zeigte, 
wurde der Blutversuch durchgeführt. 

pp (im Gesamtblut) 7,25. 

Einem Schüttelgas mit 

28,11 mm CO,-Spannung entsprechen 66,46 Vol.-Proz. CO, im Blute, 
69,22 mm CO,-Spannung entsprechen 70,93 Vol.-Proz. CO, im Blute. 

Die dritte Schüttelung mißlang. 

Die von uns gefundenen Blutgasmengen sind höher als die in den 
Normalkurven bei Kaninchen und Hunden angegebenen; das rührt daher, 
daß letztere bei 38% C gewonnen sind; unsere hier mitgeteilten Versuche 
dagegen bei 17 bis 18°C. Ein Vergleich mit Blutgaswerten, die bei den 
gleichen Temperaturen gewonnen sind, zeigt, daß alle bei niedrigen CO,- 
Spannungen gewonnenen, bis zu etwa 35 mm Hg, innerhalb der normalen 
Breite liegen. Bei höheren Spannungen verlaufen zwei von den drei Kurven 
etwas flacher. Aber sie sind weit entfernt von den bei Säurevergiftung 


gefundenen. 
Auf Abb. 2 haben wir unsere Methylalkoholkurven mit Normal- und 


Säurekurven vom Kaninchen zum Vergleich zusammengestellt (gestrichelte 
Linien). Die beiden letzteren sind der Arbeit von Dr. Lynn (5) entnommen, 
der, wie wir, die Kohlensäuredissoziationskurve bei Zimmertemperatur 
nach dem gleichen Verfahren bestimmte. 

Es zeigt demnach weder das Blut des der Säurevergiftung nur schwer 
unterliegenden Hundes noch das des ihr leicht unterworfenen Kaninchens 
Störungen der Kohlensäurebindung bei Methylalkoholvergiftung, die 
den bei Säurevergiftung an die Seite zu stellen wären. Die zu schwersten 
Krankheitserscheinungen führende Methylalkoholvergiftung hat also 
das sicherste Zeichen der Säurevergiftung nicht herbeizuführen ver- 
mocht, nicht einmal in der sogenannten kompensierten Form. Die 
vermehrte Ammoniakausscheidung beim Hunde kann, wie aus dem 
in der Einleitung Gesagten zu ersehen ist, zum Teil auf den Übergang 
des Methylalkohols in Ameisensäure bezogen werden, zum Teil dürfte 
es sich um eine indirekte Wirkung des Methylalkohols handeln, nämlich 
um eine Säuerung als Krankheitserscheinung der Methylalkohol- 
vergiftung, die aber so gering ist, daß sie zu einer für Säurevergiftung 
typischen Änderung des Blutes in seiner Kohlensäurebindungsfähigkeit 
nicht führt. 


Literatur. 


1) Pohl, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 81, 281, 1893. — 2) Król, Arch, 
f. exper. Path. u. Pharm. 72, 444, 1913. — 3) Loewy und Münzer, Arch. f. 
Anat. u. Physiol., physiol. Abt. 1901, S. 81. — 4) A. Loewy und N. Zuntz, 
Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1904, S. 166. — 5) Lynn, Tschun-Nien, Zeitschr. 
f. klin. Med. 1922. 


Über das Verhalten? der Harnsäure in Eiweißlösungen. 


Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Untersuchungen über die Bestimmung der Harnsäure in eiweiß- 
haltigen Flüssigkeiten zeigen übereinstimmend, daß eine wirkliche 
Erfassung der Harnsäure bisher nicht gelingt. Diese Tatsache wird 
am eklatantesten, wenn einer Eiweißlösung eine gewisse Menge Harn- 
säure zugefügt wird und man nun versucht, dieselbe quantitativ zu 
bestimmen. Die alten Methoden, für die verhältnismäßig große Mengen 
Ausgangsmaterial notwendig waren, kommen kaum in Betracht. Sie 
bieten auch gegenüber den neuen Mikromethoden nur den einen Vorteil, 
daß man bei sehr großen Mengen “Harnsäure als solche fassen und 
eindeutig feststellen kann. Um dies aber zu ermöglichen, müssen die 
Mengen außerordentlich groß sein; weniger als 500 ccm Blutserum 
beispielsweise mit einem Gehalt von 6 bis 8mg Harnsäure können in 
diesem Sinne mit Erfolg nicht verarbeitet werden. Aus diesem Grunde 
wird man stets versuchen, mit den Mikromethoden auszukommen, die 
die Harnsäure infolge der geringen Mengen natürlich nicht als solche 
identifizieren können, bei denen aber durch eindeutige, auf ihre Spezi- 
fität geprüfte Reaktionen eine quantitative Bestimmung durchaus 
möglich und durchführbar ist. Nach meinen Erfahrungen leisten in 
dieser Hinsicht die von den Amerikanern angegebenen kolorimetrischen 
Reaktionen vorzügliches, wenn es auch dem Chemiker zunächst wider- 
strebt, zur Grundlage von Analysen chemisch so wenig genau definierte 
Reaktionen zu wählen, wie die Veränderung des Phosphorwolframsäure-. 
reagens durch Harnsäure, ein Reduktionsprozeß, der zu einer kolloidalen 
Lösung führt, die je nach der Menge der Harnsäure eine mehr oder 
weniger intensive blaue Färbung zeigt. 

In vielen Versuchen habe ich die von Folin-Wu angegebene Me- 
thode (1) angewandt und wenn nicht mehr, so doch durchaus gut 
vergleichbare und reproduzierbare Werte erhalten. Neuerdings ist 
von Benedict (2) ein Verfahren angegeben worden, das den Nachweis 


448 L. Pincussen: 


und die quantitative Bestimmung der Harnsäure direkt in der ent- 
eiweißten Lösung gestattet, ohne daß vorher wie bei der Folin- W u schen 
Methode eine Isolierung der Harnsäure notwendig wäre. Eine solche 
war aus dem Grunde eingeschoben worden, weil auch andere redu- 
zierende Substanzen, in erster Linie der Traubenzucker, eine Reduktion 
des Reagens unter Blaufärbung bewirken können. Benedict verwendet 
ein neues Reagens, das eine Kombination von Phosphor-Arsen-Wolfram- 
säure darstellt, und gibt an, daß dieses Reagens von den oben erwähnten 
Nachteilen frei ist. Eine Prüfung der einschlägigen Verhältnisse ergab 
zunächst, daß die Reagenzien allein, ohne Zusatz einer reduzierenden 
Substanz, nämlich eine Mischung von Cyannatriumlósung mit Ammo- 
niakzusatz und Reagens, in der vorgeschriebenen Weise 3 Minuten im 
Wasserbade gekocht, eine schwache blaue Färbung geben, die ungefähr 
einem Gehalt von 0,3 bis 0,4 mg Harnsáure in 100 ccm Serum ent- 
sprechen würde. Auf die Resultate ist dieser Fehler, wenn die Kon- 
zentrationen nicht zu weit voneinander abweichen, ohne Einfluß. 
da er in gleicher Weise bei der zu untersuchenden Lösung und bei 
- der auf gleiche Weise behandelten Kontrollharnsäurelösung auftritt. 

Es war nun zu prüfen, ob sonst Substanzen störend die Reaktion 
beeinflussen können. Es ergab sich, daß Störungen weder durch Amino- 
säuren sowohl der Fettreihe wie mit aromatischen Kernen, noch durch 
Kreatinin, noch durch Harnstoff oder durch Gallensäuren, endlich 
auch nicht durch Stärke oder Oxalsáure verursacht wurden. Auch 
Thymol stört nicht. Dagegen vermag Traubenzucker eine deutliche 
Mehrfärbung zu erzielen. Auf den Gehalt in einer Eiweißlösung bzw. 
im Serum berechnet, entsprach 


1,0 g Traubenzucker in 100 ccm Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 1,2 mg, 
0,5g Traubenzucker in 100 ccm Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 0,7 mg, 
0,2 g Traubenzucker in 100 ccm Serum einem scheinbaren Gehalt 
von 0,2 mg Harnsäure. 


Auch Pepton reagiert mit dem Benedictschen Reagens, jedoch 
etwas schwächer als Traubenzucker: eine 0,5proz. Peptonlösung (auf 
den Gehalt von Pepton in einer Eiweißlösung bezogen) entspricht 
einem scheinbaren Gehalt von 0,5 mg Harnsäure. 

Die Methode ist demnach für die Untersuchung der Harnsäure 
im Blute durchaus geeignet: ähnliche Mengen von Pepton kommen 
natürlich nicht vor, bei hohem Blutzuckergehalt wird eine kleine 
Korrektur anzubringen sein. 

Auf Grund dieser Erfahrungen habe ich in den nachstehenden 
Untersuchungen neben der Methode von Folin-Wu und neben einigen 
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Analysen nach alter Art, die ich zur Kontrolle anstellte, vor allem 
lie Benedictsche Methode angewandt. 

Es fragt sich nun, worauf die Schwierigkeit der quantitativen 
Analyse der Harnsáure in Eiweißlösungen zurückzuführen ist, da die 
Bestimmung in der eiweißfreien Lösung ohne wesentliche Schwierig- 
keiten erfolgt. Es dürfte einem Zweifel nicht unterliegen, daß der 
Fehler in der Enteiweißung liegt, daß hierbei nicht sämtliche Harn- 
säure in das eiweißfreie Filtrat übergeht. Die verschiedenen Methoden 
der Enteiweißung bieten nur graduelle Unterschiede: in jedem Falle 
wird vom Koagulum ein Teil der Harnsäure festgehalten, deren Menge 
freilich nach den Versuchsbedingungen variiert. Es spielen hierbei 
z. B. die Verdünnungen eine nicht unwesentliche Rolle. Wurde z. B. die 
Einteiweißung nach Folin-Wu mit Wolframsäure einmal in der von 
diesen Autoren angegebenen Weise ausgeführt, daß zu einem Teil 
Eiweißlösung bzw. Serum 7 Tle. Wasser, dazu 1 Tl. Natriumwolframat- 
lösung und 1 Tl. Schwefelsäure gegeben wurde, so war die gefundene 
Harnsäure deutlich: geringer, als wenn 1 Tl. Serum zunächst mit 
17 Tin. Wasser verdünnt wurde, und zu dieser Mischung Leem Wol- 
framatlósung und Leem Schwefelsäure zugegeben wurden. Nach- 
folgend einige Beispiele. 








Serum . 10fach verdünnt | 20 fach verdünnt 
| agin 100 ccm | mein 10 cum 


Dos | | | 


3,0 3,2 
Dre ner 5,5 5,9 
Korea as 2,8 3,2 
H. | 2,2 2,5 
ra o a | 3,0 3,3 


Die Steigerung betrágt im Durchschnitt 109,: sie ist nicht 
ganz gleichmäßig, ohne daß bisher sichere Anhaltspunkte bestünden, 
worauf dies zurückzuführen ist. 

Wenn es also auf diese Weise auch gelingt, eine gewisse größere 
Menge der Harnsäure der Analyse zugänglich zu machen, so bleibt, 
wenigstens in solchen Fällen, wo man Harnsäure einer Eiweißlösung 
zugefügt hat, ein nicht unerheblicher Teil der Analyse verschlossen. 
Es muß vorläufig unentschieden bleiben, was der Grund hierfür ist. 
Ganz zweifellos können gewisse Mengen der harnsäurehaltigen Lösung 
im Koagulum eingeschlossen bleiben, und wenn man bei größerer Ver- 
dünnung eine bessere Ausbeute bekommt, liegt der Schluß nahe, daß 
dies darauf zurückzuführen ist, daß in diesem Falle der verdünnteren 
Lösung die eingeschlossene Harnsäuremenge geringer ist. Es scheint 
aber nach allem, was wir sonst wissen, nicht wahrscheinlich, daß solche 
Einschlußerscheinungen erhebliche Mengen der Analyse entziehen 
können. Man muß zum mindesten an irgendwelche Adsorptions- 
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erscheinungen denken oder aber an Bindungen der Harnsáure mit 
anderen Substanzen, insbesondere mit Eiweiß, so daß sie durch die 
Koagulation mit in die Fällung hereingeht. Vielleicht ist der Schluß 
nicht ungerechtfertigt, daß in verdünnteren Lösungen durch erhöhte 
Dissoziation dieser supponierten Verbindungen der in die Fällung 
hereingehende Harnsäurewert geringer ist. Bei allen diesen Betrach- 
tungen muß man berücksichtigen, daß die Harnsäure sowohl mit Basen 
als auch mit Säuren Verbindungen bilden kann. 

Die nachfolgenden Untersuchungen sollten zunächst feststellen, 
ob es möglich ist, Harnsäure besonders aus Eiweißverbindungen frei 
und analysierbar zu machen. Die Versuche wurden folgendermaßen 
angestellt: zu einer Eiereiweißlösung bzw. zu einem Serum wurde eine 
gewisse Menge Harnsäure in Lithiumcarbonat gelöst zugefügt und 
teils mit, teils ohne Zusatz einer Pufferlösung mit einer kleinen Menge 
Trypsin versetzt und unter Zusatz von Toluol längere Zeit bei 37° 
gehalten. Von Zeit zu Zeit wurde hier, fast stets nach der Methode von 
Folin-Wu, der Harnsäuregehalt festgestellt. Nachfolgend einige Ver- 
suchsprotokolle. 

Ein ‚Peptonfehler‘‘ kommt bei diesen Proben natürlich nicht in 
Betracht, da der kolorimetrischen Bestimmung eine EE der 
Harnsäure vorausging. 


Tabelie I. 


80 ccm Eiereiweißlösung 1: 10. 

10ccm Harnsáurelósung in Lithiumcarbonat entsprechend 10 mg 

0,2 g Trypsin gelöst in einer Mischung von m/15 Natriumbiphosphat 
4ccm + Monophosphat 1 ccm. 

Als Desinfiziens Thymol. 

Die Harnsäurebestimmung ergab folgende Werte: 

Anfang des Versuchs: 15. April, keine Harnsäure nachweisbar. 

18. April 0,7 mg Harnsäure in 100 ccm. 


20. „ 2,2 „ an „ 100 „ 
30. sn 5,4 ,> »> „ 100 sn 
13. Mai 7,1 ,, PP vn 100 ,, 
19. „ 93 „ 7 „ 100 „ 


Die Versuche mit Serum zeigen prinzipiell die gleichen Verhält- 
nisse, doch erfolgt die Freisetzung der Harnsäure bedeutend schneller. 


Tabelle 11. 


25 ccm Serum + 3 com Harnsäurelösung entsprechend 3 mg Harnsäure 
+ 0,2 g Trypsin gelöst in 3 ccm sekundárem + 2 ccm primärem Phosphat. 
Desinfiziens Thymol. 
Bei Anfang des Versuchs Harnsäuregehalt 5,5 mg in 100 ccm, 
nach í Tagen 8 mg in 100 ccm, 
?9 LE 5 >> LE 100 HI 
3, ! LE) 10,7 LE LE 100 3) 
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Hier ist also die gesamte Harnsäuremenge schon nach 7 Tagen 
vollständig in Freiheit gesetzt, ein Teil schon bei Anfang des Versuchs 
analysierbar gewesen. Ohne Harnsäurezusatz hatte das Serum 2 mg 
Harnsäure i®100 ccm enthalten. Hier drängt sich auch eine Erscheinung 
auf, der wir später öfter begegnen werden: die Kurve der Harnsäure- 
werte verläuft nicht gleichmäßig, sondern es findet sich in ihr eine 
gegenläufige Bewegung, die nur darauf zurückgeführt werden kann, 
daß sich intermediär Komplexe bilden, die mit in das Koagulum herein- 
gehen. Die Enteiweißung erfolgt in allen Fällen ganz gleichmäßig. 

Ein prinzipiell gleiches, aber doch etwas anderes Bild zeigt Ta- 
belle III, ein in genau der gleichen Weise und in den gleichen Mengen- 
verhältnissen, nur mit einem anderen Serum angesetzter Versuch. 


Tabelle III. 


Bei Anfang des Versuchs 2 mg in 100 cmm, 
nach 1 Tag 2,3 mg in 100 ccm, 


» 3 Tagen 6 , ,, 100 „ 

37 5 > 1,5 38 339 100 39 
im Versuch der Tabelle 1V wurden 25 cem Serum mit A ccm 
Harnsäurelösung = 4mg Harnsäure und 0,2 mg Trypsin in einer 


Phosphatmischung m/15 von 4 ccm sekundárem und 1l eem primärem 
Phosphat gelöst. 


ú Tabelle IV. 

Bei Anfang des Versuchs 6,35 mg Harnsáure in 100 ccm, 

nach 3 Tagen 6,3 mg Harnsáure in 100 ccm, 
Se 6 „ Il: 5, 3 » 100 ,, 
» l4 ,, 12 ,, vs » 100 „ 

Die Versuche verlaufen also durchaus in gleichem Sinne; die an 
das Eiweiß gebundene Harnsäure wird durch die Trypsinverdauung 
in Freiheit gesetzt und der Analyse zugänglich gemacht. Auffallend 
bleibt hierbei, daß die Dauer dieser Freisetzung durchaus verschieden 
ist und daß ebenfalls die Harnsäurewerte bei Beginn stark differieren. 

Die Verhältnisse stellen sich erheblich anders dar, wenn man mit 
ungepufferten Lösungen arbeitet. Die nachfolgenden Versuche wurden 
nach der Benedictschen Methode angestellt. Nach dem oben Gesagten 
war zu erwarten, daß durch die Eiweißverdauung entstehende Peptone 
einen Einfluß auf die Farbreaktion zeigen. Die Versuche wurden dem- 
nach einerseits mit Eiweißlösungen und Harnsäurezusatz, andererseits 
mit denselben Eiweißlösungen ohne Harnsäure angestellt. Die nach- 
folgenden Tabellen geben die Resultate von Verdauung mit Trypsin 
sowie mit Pepsin. Sie zeigen, daß eine ähnliche Harnsäurevermehrung 
hier nicht in Frage kommt, sondern daß im Gegenteil in der Mehrzahl 
der Fälle eine nicht unbeträchtliche Verminderung der Harnsäurewerte 
statthat. 
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Nachfolgend zwei Tabellen, welche diese Verhältnisse illustrieren. 


Tabelle V. | 
25 cem Eiereiweiß + 100 ccm 0,9proz. Kochsalzlósung. 
Bei Proben 1 bis 3 zu 45 ccm 5 ccm Wasser, 
er = 4 „ 6 „ 45 „ 5 , Harnsáurelósung = 5 mg Harn- 
säure, 
D ge l und 4 ohne Zusatz eines Ferments, 
CR ge 2 „ 5+ 1 Tropfen Salzsäure + 0,2g Pepsin, 
vë A 3 „ 6 je 0,2g Trypsin. 
Zu allen Proben Thymol. Verdauung im Brutschrank bei 37°. 








Nach Nach Nach | Nach ` Nach Nach 
y Sofort | 1 Tag | 2 Tagen | 4 Tagen 6 Tagen | 8 Tagen : 11 Tagen 
8 BR: Ei PER e EEE RO en 
en GE SE 


Së EE y ei 


l 


. allein. . . . 0,6 0,8 08 . 08 0 


1 TA: Ei 1,0 
2. + Pepsin . . | 06 0,8 0,8 0,7 0,9 10 `> 12 
3. + Trypsin . . 06 | 08 0,8 1,0 13 > 13 1,2 
4. allein . . . . | 40 4,1 2,4 20 | 14 1,3 1,3 
5. + Pepsin . . 40 | 40 2,9 40 3,7 48 | 46 
6. + Trypsin . 4,0 4,0 2,5 4,8 3,2 45 | 3,6 


Tabelle VI. 


25 ccm Eiereiweiß + 175 ccm 0,9proz. Kochsalzlósung. 

Zu 1 bis 3 auf 100 ccm A eem Wasser, zu 4 bis 6 auf 100 ccm 4 ccm 
Harnsäurelösung, entsprechend 10 mg Harnsäure. 

l und 4 ohne Fermentzusatz, 

2 und 5 auf 25ccm je 1 Tropfen Salzsäure + 0,2 g Pepsin, 

3 und 6 je 0,2g GE 











Mach Nach | Nach | Nach 

Sofort A3, | 4 Tagen | 8Tagen | 13Tagen 

l. allein ........ 1,3 Il : 10 | 18 1,9 
2. + Pepsin... ... 1,4 11 1.10 2,2 2,1 
3. + Trypsin . : 1,3 11 : 07 17 : 16 

| 

4. allein . . 2. 2... 7,0 60.50 5,8 5,8 
5. + Pepsin D 6,6 | 6,0 5,8 6,1 6,5 
6. + Trypsin . . . 701.60 5,0 40 ¡ 45 


Deutlich ergibt sich aus diesen Tabellen, daß hier von einer Ver- 
mehrung der Harnsáurewerte nicht die Rede sein kann: im Gegenteil 
findet eine Abnahme, die mehr oder weniger groß ist, statt, besonders 
wenn man den ,,Peptonfehler** berücksichtigt, der in den Proben ohne 
Harnsäurezusatz klar ausgedrückt ist. Nur eine Ähnlichkeit zeigen 
diese Versuche mit den vorher beschriebenen, nämlich daß die Kurve 
der Harnsäurewerte keinesfalls gleichmäßig verläuft, sondern daß 
zwischen den im allgemeinen abnehmenden Werten gelegentlich wieder 
Zunahmen erkennbar sind, eine Tatsache, die eben nur durch Bildung 
neuer Komplexverbindungen zu deuten ist. 
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Noch stärker waren die Schwankungen und Unregelmäßigkeiten, 
wenn statt des Zusatzes der einfach in Lithiumcarbonat gelösten Harn- 
säure kolloidale Harnsäurelösungen zugefügt wurden, die nach den 
Angaben von Schade (3) bereitet worden waren. Ich möchte genauere 
Tabellen hierüber noch nicht geben, da ich nicht weiß, ob nicht vielleicht 
Zufälligkeiten hierbei mitgesprochen haben. Immerhin möchte ich die 
auffallende Tatsache konstatieren, daß bei einem solchen Versuch, 
der übrigens in gleicher Art wie die in den Tabellen V und VI geschil- 
derten angestellt worden war, die sofort gemachten Proben annähernd 
die gesamte zugesetzte Harnsäure ergaben, während nachher, nach der 
entsprechenden Verdauung im Brutschrank, auch bei den Proben ohne 
Fermentzusatz regelmäßige starke Abnahmen, nur durch gelegentliche 
Remissionen unterbrochen, zu konstatieren waren. Die Unterschiede 
bewegten sich hier in besonders weiten Grenzen. Zu registrieren wäre 
noch die besonders in einzelnen Fällen, Tabelle V, beobachtete Ab- 
nahme der Harnsäure ohne weiteren Zusatz. 

Wurden nunmehr menschliche Sera ohne einen künstlichen Harn- 
säurezusatz in gleicher Weise behandelt, so ergaben sich auch hier 
Erscheinungen, die den bisher geschilderten sehr ähnlich waren. In 
den seltensten Fällen blieb, wenn man die Sera mit Trypsin versetzte 
und unter Zusatz von Thymol im Brutschrank beließ, die Harnsäure- 
menge konstant. In fast allen Fällen zeigten sich bei den nach ver- 
schiedener Zeit angestellten Proben deutliche Abweichungen, in der 
Hauptsache teils im Sinne einer Zunahme, teils im Sinne einer Ab- 
nahme, mit außerordentlich wenig Ausnahmen aber nur in gleichmäßig 
an- oder absteigender Kurve. Fast stets finden sich Werte, die der 
ursprünglichen Richtung entgegengesetzt sind. Besonders auffallend 
ist hierbei, daß auch die Sera derselben Patienten sich durchaus nicht 
gleichmäßig verhalten, sowohl was die Art als auch vor allem die Inten- 
sität der Änderung betrifft. Es muß dabei betont werden, daß die Sera 
stets morgens dem nüchternen Patienten entnommen wurden, so daß 
irgendwelche bei der Verdauung auftretende Produkte “keine Rolle 
spielen können. Nachfolgend eine Auswahl solcher Versuche (s. Tab. VII). 

Irgendwelche Schlüsse erlauben diese Zahlen vorläufig nicht: 
die Vorgänge sind augenscheinlich außerordentlich komplexe. Auf- 
fallend sind die Zunahmen bei den ikterischen Patienten. Man könnte 
vielleicht diagnostische Schlüsse aus dem Verhalten des Serums der 
Patienten entnehmen, die wiederholt untersucht wurden, und zwar 
bei fortschreitender Besserung ihrer Krankheit. Bei den Ikterus- 
patienten Gr. und RI. wird die Zunahme der Harnsáure in den Serum- 
proten bei der Verdauung immer geringer. Es ist jedoch verfrüht, 
darauf irgend eine Theorie bauen zu wollen, bevor man weiß, welche 
Substanzen überhaupt für die Bindung der Harnsäure in Frage kommen. 
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Tabelle VII. 





| | mg Harnsäure in 100 ccm Serum 
| 
| 











Patient | Diagnose emgeet E EE 
dE | SE | in: dE 
I 
Zo... ee a | Nephritis 2,0 3,0 33 ' — 
TI > 1,8 2,5 20 ' — 
ES, va A we Urämie 3,0 7,0 — — 
Be. .. Nephritis 5,7 6,0 7,0 4,8 
Fa | ? 35 i 33 3,6 4,8 
Base, Ä Nephritis 26 ' 18 15 15 
7 5% | Pseudoleukämie | 26 | 21 1,8 1,7 
ST... ...' Polyarthrits ; 20 2,0 2,0 2,0 
Gr. 12 ala Ikterus 21 4,3 — — 
Gr. 2 | 8 1,3 2,0 1,9 = 
Gr. 2 ; 1,6 1,5 = 1,2 
Fi... 2,2 2,4 3,7 = 
Rl. 1. 10 Lë 12 — 21 
RI. 2 . © 19 18 ¡ — | 25 
BLR le E 1,7 1,7 20 : 22 
RI. 4 Ki 923 24  — ' 20 


Es wurde nun zunáchst einmal versucht, eine Reihe von Substanzen 
auf ihr Bindungsvermögen für Harnsáure zu prüfen. Nachdem es sich 
in den vorhergehenden Versuchen gezeigt hatte, daß Bindungen mit 
Eiweiß durch Trypsin aufgespalten werden können und die Harnsäure 
aus diesen in Freiheit gesetzt werden kann, wurde vor allem versucht, 
ob vielleicht andere Bindungen vorhanden sind, die man durch Hydro- 
lyse mit Säure oder Alkali sprengen kann. Ein Versuch mit einer 
Gelatinelösung zeigte zunächst, daß durch Zusatz von Säure oder 
Alkali eine eventuell hier bestehende Bindung nicht aufgespalten wird. 
In dem Versuch der Tabelle VIII wurde zu 100 ccm einer 2proz. Gela- 
tinelösung 5 mg Harnsäure in Lithiumcarbonat gelöst zugefügt und diese 
Lösung sowohl ohne Zusatz wie mit Zusatz von Salzsäure und Natron- 
lauge nach verschiedenen Zeiten auf ihren Harnsäuregehalt geprüft. 
Dieser wie auch die folgenden Versuche wurden stets so angestellt, 
daß zunächst alle Proben durch Zusatz entsprechender Menge Wasser 
auf das gleiche Volumen gebracht wurden und daß die mit Säure bzw. 
Alkali versetzten Proben vor der Enteiweißung, die wie stets mit 
Wolframat und Schwefelsäure erfolgte, genau neutralisiert wurden. 
Der Gelatineversuch ergab demnach folgendes: 


Tabelle VIII. 























` sie |O 3. TI 8 
5 com + 0,5 cem n/l HCl... | 3,9 3,9 3,9 
BB. ELO u un er 4,1 3,9 4,0 
5 +05 » ,, NaOH | 3,7 1,0 0.9 
Dee ELO | | 3,6 0,8 0,7 
A ee 3.7 0,6 0,6 


ds dd e 
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Die Probe ergibt also keinen Einfluß der Säure, starke Abnahme 
bei Alkalizusatz, ein Befund, der stets beobachtet werden konnte, 
ferner eine starke Abnahme ohne jeden Zusatz, auch ohne Zufügung 
von Thymol. Ohne Desinfizienz nimmt die Harnsäure in einfachen 
Eiweißlösungen, mehr oder weniger auch im Serum schnell erheblich ab. 

Von einer Prüfung der Bindung mit niederen Kohlehydraten wurde 
zunächst abgesehen, weil die technischen Bedingungen ungünstig er- 
schienen. Dagegen wurden einige Versuche mit löslicher Stärke ange- 
stellt. Eine Enteiweißung konnte hier erspart werden. Es wurde 1 mg 
Harnsáure mit 20 ccm einer 1proz. Lösung von löslicher Stärke und 
180 cem Wasser vermischt und je 25 ccm teils ohne, teils mit Säure 
oder Alkali nach verschieden langem Stehen im Brutschrank geprüft. 
Die Analyse erfolgte dann einfach in der Weise, daß 5 ccm der Lösung 
nach Neutralisation auf 10 ccm gebracht wurden und nun mit 4ccm 
der Cyannatriumlósung und l ccm des Reagens in der von Benedict 
angegebenen Weise behandelt wurden. Die angegebenen Harnsäure- 
werte sind so berechnet, als wenn enteiweißt worden wäre, d. h. als 
wenn es sich um ein zehnfach konzentrierteres Serum oder dergleichen 
handelte. Es sei an dieser Stelle die selbstverständliche Vorsorge noch- 
mals erwähnt, daß natürlich auf ein Gleichbleiben der Volumina nach 
den Erwärmungen geachtet wurde und daß nötigenfalls das Volumen 
mit Wasser ergänzt wurde. Das gilt auch für die anderen Versuche. 
Tabelle IX gibt die Versuche mit löslicher Stärke. 

















Tabelle IX. 
| _Nach Nacb | Nach , Nach 
| 2 Tagen 3 Tagen . 4 Tagen 6 sagen 
Ohne Zusatz, ohne Thymol . . 4,5 | 0,8 | 0,7 10,7 
mit S SÉ 4,4 43 1 4,4 3,3 
Mit > 5 ccm n/l Salzsäure. . . 4,3 4,4 | 4,3 4,5 
LA > , 4,2 4,4 4,2 4,2 
LK) 2 , LE) 4,3 4,3 | 4,2 5,4 
„» 0,5 „ St NaOH . 4,5 4,5 1,0 1,1 
See, e ra. ce Suede ae 4,8 1,0 0,8 0,8 
H 2 ,> 39 4, 6 1,2 | 1,0 | 0,5 


Irgendwelche ee von Komplexen läßt sich aus dieser 
Tabelle nicht herauslesen. Es scheint nicht zweifelhaft, daß der einzige 
beobachtete höhere Wert (5,4) auf Reduktion durch hydrolytisch ge- 
bildete niedere Kohlehydrate beruht. 

Da sich bei Ikteruskranken eine besondere Erhöhung der Harn- 
säurewerte gezeigt hatte, wurde zunächst ein dem Stärkeversuch 
ähnlicher Versuch mit Gallensäuren angestellt: Versuche mit Gallen- 
farbstoff, ferner mit Cholesterin stehen noch aus. Es wurden 0,2g 
Gallensáuren in 200 ccm Wasser gelöst, dazu 1 mg Harnsäure gegeben. 
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Im übrigen wurde wie eben verfahren, auch die Werte sind ebenso 
berechnet. 


| Nach | Nach 
> 3 Tagen | 4 Tagen 
25 cem + Thymol. ...... e 2,1 1,7 

25 „ +1com n/l HCl... . 2,6 2,6 

25 29 Tr 2 (E IL . e se o. 2,7 2,7 

25 „ +1, , NaOH .. 0,7 0,4 

25 , + 2 33 3, ,) . e 0,5 0, 





Es ist hier also von keinem Freiwerden von Harnsäure die Rede, 
viel eher von einem Verschwinden aus einem schwer erklärlichen Grunde. 

Mischungen von Harnsäure mit Aminosäuren, in gleichem Sinne 
behandelt, ergaben ebensowenig einen Anhalt für eine zu spren- 
gende Verbindung. Dagegen ergaben sich abweichende Resultate bei 
Mischungen von Harnsäurelösung mit Fetten. Schon bei Mischung 
von Harnsäure und einer Suspension von Natriumoleat zeigte sich eine 
Zunahme bei Stehen im Brutschrank, und zwar sowohl allein als auch 
unter Zusatz von Säure. So wurde z. B. ein Ansteigen von 2,4 auf 
3,1 mg beobachtet. Noch deutlicher zeigte sich dieses Verhalten, wenn 
eine Lecithinlösung untersucht wurde. Eine durch Schütteln mit 
Wasser hergestellte, ungefähr 0,2proz. Lecithinsuspension wurde mit 
Harnsäurelösung versetzt, so daß auf 60 ccm 6 mg Harnsäure kamen. 
Je 5ccm der Lösung wurden mit Säure bzw. Alkali versetzt, die Lö- 
sungen auf das gleiche Volumen aufgefüllt und wie stets bei 370 gehalten. 
Zur Harnsäureanalyse wurde lccm der Suspension zunächst durch 
die entsprechende Menge Alkali bzw. Säure neutralisiert, dann mit 
Wasser bis auf 9 ccm aufgefüllt und durch Zusatz von 1 cem n/1 H SO, 
ausgefállt. 5ccm des Filtrats wurden mit 0,5 ccm n/1 NaOH neutra- 
lisiert, auf 10 ccm aufgefüllt und die Farbenreaktion in üblicher Weise 
angestellt. Es ergaben sich folgende Werte: 


Tabelle XI. 


f Nach Nach Nach 
| Sofort | 2 Tagen | 3 Tagen | 4Ta 














gen 
5ccm ohne Zusatz . . ...n 4,4 | 4,7 | 5,3 4,6 
5 „ +0,7cem n/l1 HCl... 4,6 5,0 5,9 : 4,2 
5 D + 1,4 29 sn „ e 4,5 5,1 5,8 | 4,8 
5 „ +21 „ a sh. ah 4,5 4,9 5,7 4,6 
5, +07 , , NaOH.. 4,0 2,5 0,8 | 0,6 
5 LE + 1,4 , 99 „ . . 3,7 3,0 0,9 0,5 
BD, +21, y, 2 3,8 | 34 | 08 ¡ 06 


Es ist demnach eine deutliche Zunahme zu konstatieren, die freilich 
später in eine Abnahme übergeht; wir sehen also hier ein ähnliches 
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Verhalten, wie bei den Seris. Natronlauge wirkt, wie auch sonst, 
mindernd. Auch bei Zusatz von Harnsäure zu einer Suspension von 
Lecithin in Öl gelöst in Serum zeigen sich die gleichen Verhältnisse. 
25 ccm Serum mit sehr geringem Harnsäuregehalt wurden mit 2 mg 
Harnsáure in Lithiumcarbonat versetzt und mit 0,2 g Lecithin in 1 ccm 
Öl auf der Schüttelmaschine 1 Stunde lang geschüttelt. Die abfiltrierte 
Lösung wurde in vier Teile geteilt, diese verschieden (mit Säure, Trypsin) 
behandelt und mehrere Tage lang im Brutschrank belassen und wieder- 
holt untersucht. Ein gleicher Versuch wurde so angestellt, daß die 
Serum-Harnsäurelösung mit reinem Arachisöl (0,5ccm) und endlich 
in einem dritten Versuch mit 0,2 cem ölsaurem Natrium geschüttelt 
wurde. Enteiweißung und weitere Behandlung erfolgte wie stets, wo 
‚nötig nach Neutralisation. 


Tabelle XII. 


| | Nach | Nach 
| Sofort 1 Tag 2 Tagen 


A. Versuch mit Natriumoleat: 


5 ccm + 1,2 cem Wasser . . . . .... | 3,9 4,5 5,3 
5 „ +12 „ n/10 H,S0.. -.... 3,8 4,4 5,2 
5 „ +12 ,, n/50 RE EEE E E J 3,8 4,4 5,2 
5 „ +12 , Wasser + Trypsin. . . 3,8 3,6 4,3 
B. Versuch mit Oleum arachidis 
5 cem + 1,2 cem Wasser. . ...... | 3,8 4,6 | 5,6 
5, +12 „ n/l0H,SO,.. ..... 3,7 4,6 5,4 
5 „.+12 ,, n/50 ah PO a a a 3,8 4,6 6,0 
5 „ +12 ,, Wasser + Trypsin. . . 3,7 4,1 4,2 
C. Lecithinversuch: 
5 cem + 1,2 cem Waaser, . . 2. 2.2... | 3,6 | 3,8 3,7 
5, +12 „ n/10 HSO, ..... 3,5 4,4 5,6 
5 „ +12 „ n/50 a er ea a 3,6 4,5 5,0 
5 + 1,2 ‚„ Wasser + Trypsin . 3,6 3,0 2,0 


Zu allen Proben war Thymol zugegeben. 


Diese Tabellen zeigen deutlich, daß Harnsäure von Fetten sowie 
von Lecithin in einer Form gebunden wird, die zum Teil schon beim 
Stehen in erhöhter Temperatur, sicher aber durch Behandlung mit 
Säuren aufgespalten werden kann. 

Man kann eine ähnliche Erscheinung auch bei Patientenseris 
beobachten. In Fällen, wo durch Trypsinbehandlung eine Freimachung 
von Harnsäure nicht gelingt, kann unter Umständen durch Sáure- 
spaltung die Harnsäure analysierbar gemacht werden. Serum des 
Patienten F., chronische Nephritis, Sektion ergibt Granularatrophie 
der Niere, Stauung und Verfettung der Leber, wurde einerseits mit 
Trypsin, andererseits mit Säure versetzt, in allen Fällen auf das gleiche 
Volumen gebracht und in üblicher Weise mehrere Tage lang beobachtet. 
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- - | | 
Nach Nach | Nacb 
| Sofort | 1 Tag | 2 Tagen | 3 Tagen 


5. cem mit Trypsin - + Thymol. . | 7,2 | 7,6 6,6 | 1,2 
5 „ +12ccm n/l HCl... | 7,1 5,1 7,0 7,0 
5 „ + 0,6 IT >> 29 e > e 7,3 7,8 7,1 8,7 
5 + 1,0 ee | 7,2 | 7,8 7,0 8,6 


2) LE ,> LA) 


Die Kurven verlaufen auch hier nicht ganz gleichmäßig. Sicher 
ergibt sich aus ihnen, daß, während die Trypsinbehandlung nach ge- 
ringem Anstieg eine dauernde, zuletzt starke Abnahme zeigt, die Säure- 
behandlung zu erheblich höheren Harnsäurewerten führt. 

Ähnliches Verhalten wurde wiederholt beobachtet. 

Überblickt man diese Resultate und vor allem das in den früheren 
Tabellen gegebene Material, so scheint mit Sicherheit eins festzustehen: 
die Harnsäure ist im Serum sowie auch in Eiweißlösungen in ähnlicher 
Weise auch bei Gegenwart anderer Substanzen, insbesondere von 
Fetten und Lipoiden, nicht nur in freiem Zustande, sondern häufig 
auch in solchen Bindungen vorhanden, welche die Analyse mit den 
üblichen Methoden verhindern. Erst wenn die Harnsäure aus diesen 
Verbindungen gelöst wird, wird sie analysenfáhig. Eine Sprengung 
dieser Verbindungen kann auf verschiedene Art geschehen: wie oben 
gezeigt wurde, gelingt sie je nach der Art des anderen Komponenten 
durch fermentative Wirkung oder durch Sáurehydrolyse. Es bleibt 
dahingestellt, ob nicht andere Bindungen auf andere Weise zum Zerfall 
gebracht werden müssen. Für die Harnsäurebestimmung im mensch- 
lichen Serum ergibt sich die Nutzanwendung, daß mit den bisherigen 
Methoden nur in wenigen Fällen die wirkliche Harnsäure festgestellt 
worden ist. Meist wurde nur ein gewisser ‚‚freier Teil“ bestimmt. Eine 
weitere Aufgabe wird es sein, diese Bindungen der Harnsäure weiter 
zu verfolgen und ferner ein Verfahren zu finden, mit dem die gesamte 
Harnsäure festgestellt werden kann. Es ist zu erwarten, daß sich aus 
dem Vergleich der nach den bisherigen Methoden festgestellten so- 
genannten ‚‚freien Harnsäure‘‘ und der gesamten vorhandenen Harn- 
säure interessante Schlüsse ergeben werden. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daß dieses Verhältnis bei verschiedenen Krankheiten ein ganz ver- 
schiedenes sein wird und daß besonders für die Pathologie des Nuclein- 
stoffwechsels sich wichtige neue Aufschlüsse ergeben werden. 


l Literatur. 
1) Folin und Wu, Journ. of biol. Chem. 88, 81, 1919; vgl. auch Pin- 
cussen, Mikromethodik. — 2) Benedict, Journ. of biol. Chem. 51, 187, 1922. — 
3) Schade, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 1, 1922. 


Fermente und Licht. 1. 
Diastase I. 
Von 
Ludwig Pineussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stádt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Über die Beeinflussung der Fermente durch Strahlung, und zwar 
sowohl durch die sichtbaren Strahlen wie den ultravioletten Teil, liegt 
eine ziemlich große Reihe von Angaben vor. Ich erwähne, speziell 
was die Diastase betrifft, die Arbeit von Hertel (1), der eine Schwächung 
durch ultraviolette Strahlen fand, während Emmerling (2) durch Tages- 
licht nur eine geringe Schädigung feststellte, wenn Sauerstoff ab- 
geschlossen war. Die Wirkung des Sonnenlichtes wird nach den Unter- 
suchungen von Tappeiner und Jodlbauer (3) und ihren Mitarbeitern 
durch Zusatz fluoreszierender Farbstoffe erheblich gesteigert auch 
ohne Sauerstoffzutritt. Genauere Untersuchungen sind von Reynolds 
Green (4) ausgeführt worden; hiernach wird Amylase in ihrer Wirkung 
durch einzelne Teile des Spektrums zum mindesten vorübergehend 
gefördert, während auch er die Schädigung durch ultraviolette Strahlen 
angibt, ein Befund, der auch von Chauchard (5) bestätigt wird. Die 
bisherigen Angaben beziehen sich zum Teil auf die Diastase des Speichels, 
besonders aber auf die pflanzliche Diastase aus Malz. 

Die nachstehenden Untersuchungen sind angestellt mit einem 
von Grübler hergestellten Malzdiastasepräparat, das lösliche Salze in 
erheblicher Menge nicht enthielt. Etwas unlösliche Asche bleib beim 
Verbrennen zurück. Die Lösungen wurden durch Schütteln des Prä- 
parates mit der entsprechenden Menge Wasser auf der Schüttelmaschine 
hergestellt, die Lösung durch ein einfaches Filter filtriert, wobei eine 
ganz klare Flüssigkeit erhalten wurde. Die Prüfung der Wirksamkeit 
erfolgte mit Hilfe der von Wohlgemuth angegebenen Reihenmethode, 
indem zu absteigenden Mengen Diastaselösung (je 1 ccm) 2 ccm einer 
0,l proz. Lösung löslicher Stärke zugefügt wurden. Es wurde stets 
für den Verdauungsversuch von einer 0,125proz. Lösung ausgegangen, 
stärkere Lösungen also zunächst auf diese Verdünnung gebracht. 
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Zwei Arten von Reihen wurden benutzt; erstens eine solche, bei der 
jedes Röhrchen die halbe Menge Diastase des vorherigen enthielt, 
also eine Verdünnung 1:2:4:8 usw., zweitens eine Reihe, bei der 
jedes Röhrchen ?/, der Fermentmenge des vorhergehenden enthielt, 
also 1 :?/,:%/¿ usw. Die Verdauung wurde in einem konstanten Wasser- 
bade von 38° vorgenommen, in welches die Röhrchen zusammen in 
Drahtkörben hereingesetzt wurden und 30 oder 40 Minuten verblieben. 
Nach dieser Zeit wurden sie sofort in ein Gefäß mit kaltem Wasser 
überführt und nach Abkühlung durch Zusatz von Jodlösung die Grenze 
des Abbaues festgestellt. In Anlehnung an einen Vorschlag von 
Michaelis (6) benutzte ich je 2ccm einer n/1000 Jodlösung, wodurch 
die Unterschiede außerordentlich prägnant werden. 

Die größte Zahl der Versuche ist mit dem ultravioletten Licht der 
Quarzlampe von Heraeus (Handelsname: künstliche Höhensonne) 
ausgeführt. Die Belichtung durch die 40 bis 60 cm über den Lösungen ` 
hängenden Lampe erfolgte in offenen, flachen Gefäßen. Die Kontroll- ` 
proben standen neben den Lichtproben nur durch einen Aluminium- ` 
deckel geschützt. Temperaturdifferenzen bestanden auf diese Weise 
nicht. Es scheint übrigens, daß in gewissen Grenzen die Temperatur 
ohne Einfluß auf eine mögliche Lichtschädigung ist. Die Versuche 
mit Sonnenlicht wurden in gleicher Weise so angestellt, daß die Lösungen 
im Freien der Sonne ausgesetzt wurden: auch hier standen die un- | 
belichteten Kontrollen daneben. Temperaturunterschiede über 1 bis 2 ` 
zwischen Hell- und Dunkelproben wurden auch hier niemals fest- 
gestellt. Bevor die behandelten Lösungen zum Abbauversuch benutzt 
wurden, wurde stets festgestellt, ob das Volumen unverändert geblieben 
war, wenn erforderlich, zur ursprünglichen Menge mit Wasser auf- 
gefüllt. 

Die Versuche sollten prüfen, ob und inwieweit verschiedene Fak- 
toren die Lichtwirkung beeinflussen können; es kommen hier in Frage 
die Verdünnung, die Reaktion sowie Zugabe anderer Substanzen. 
Wenn sie auch noch nicht abgeschlossen sind, stehen manche Tat- 
sachen mit Sicherheit fest. Es ist in diesen Versuchen vorläufig davon 
abgesehen worden, mit der vielfach angenommenen und nicht un- 
wahrscheinlichen Theorie der Zweiteilung des Diastaseferments zu 
rechnen, ebensowenig ist auf die Frage des Zymogens Rücksicht ge- 
nommen. 

Die Zeichen in den Tabellen bedeuten: 

% ganz unverdaut (rein blaue Färbung), 

% fast unverdaut (blau mit rötlichem Stich), 
x teilweise verdaut (Rotfärbung), 

/ fast verdaut (schwach rot), 

kein Zeichen: völlig verdaut. 
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Zunächst war die Einwirkung des Lichtes prinzipiell zu prüfen. 
Hier ergab sich zunächst (Tabelle I), daß auch bei höherer Konzen- 
tration eine Besserung der Fermentwirkung durch Sonnenlicht nicht 
festzustellen ist. Bei geringerer Konzentration findet eher eine geringe 
Schädigung statt, die unter Umständen zunehmen kann. In den meisten 
Fällen ist bei höherer Konzentration Sonnenlicht indifferent. Daß 
auch die stärker gebrochenen Strahlen schädigend wirken können, 
ergaben der Raumersparnis wegen hier nicht ausführlich mitgeteilte 
Versuche mit hochkerzigem Glühlicht, die ebenfalls eine Abnahme der 
Fermentwirkung zeigten. 


Tabelle I. 


Einwirkung von Sonnenlicht (3 Stunden) auf 0,5% Diastase. 
Diastase 0,5%, nach Behandlung auf das vierfache Volumen aufgefüllt. 
Je l ccm Fermentlösung in abnehmender Konzentration: Reihe 1:?/, 

:%/, usw. + 2 cem Stärkelösung (stets 0,1%). 











Belichtet . . . . | 
Unbelichtet . `... ¡ 


Im Einklang mit den Untersuchungen früherer Autoren wirken 
ultraviolette Strahlen in jedem Falle schädigend auf die Malzdiastase 
(Tabelle II). Das Maß der Schädigung schwankt jedoch in sehr erheb- 
lichen Grenzen und ist außerordentlich abhängig von der Verdünnung. 
Dies wird deutlich illustriert durch die unter ganz gleichen Bedingungen 
angestellten Versuche der Tabelle III. 


Tabelle II. 


Einwirkung von ultravioletten Strahlen (2 Stunden). 
Diastase 0,5%. Versuchsanordnung, Verdünnung, Reihe wie Tabelle I. 

















| Röbrchen 
ee I 
Bestrahlt. ..... ES E E x x|x 
Unbestrahlt . . | Së | x x 


Es ergibt sich also im besten Falle (Sonnenlicht) Unwirksamkeit 
des Lichtes, bei Quarzlicht mit der Verdünnung zunehmende Schä- 
digung. 

Die zweite Frage war die nach dem Einfluß der Reaktion. Zu- 
nächst wurden Versuche angestellt, durch einfachen Zusatz von Säure 
bzw. Lauge zu der wässerigen Diastaselösung saure oder alkalische 
Reaktion herzustellen. Wie sich aus nachfolgendem ergibt, hat auch 
hier die Verdünnung der Lösung einen nicht unerheblichen Einfluß. 
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und alkalischer Reaktion gegenüber der Probe mit Wasser: es scheint 
sogar eine geringe Besserung unter Lichtwirkung stattzufinden, für 
die eine Erklärung bisher noch aussteht. Es werden hier noch weitere 
Versuche nötig sein. Bei Anwendung einer 0,25proz. Diastase ist die 
Lichtschädigung schon deutlicher ausgeprägt. Eine Tabelle, die dies 
zeigt, glaube ich Platzersparnis halber fortlassen zu dürfen. Wird endlich 
eine noch verdünntere, eine 0,125proz. Diastaselösung der Bestrahlung 
ausgesetzt, so treten die Unterschiede noch viel deutlicher hervor. 
Während die Dunkelproben einen wesentlichen Unterschied nicht 
zeigen, besonders auch nicht gegenüber Wasser, so ergeben die ent- 
sprechenden bestrahlten Proben sehr deutlich, daß die Hemmung 
durch Licht am stärksten bei einer Reaktion von py = 4,6 ist, also 
der Reaktion, die die optimale für die Wirkung der Malzdiastase ist. 
Bei einer py 5,9 und 6,5 entspricht die Lichtschädigung der ohne Zusatz 
eines Puffergemisches, während bei einer pz 7,0 und 7,4 die schädigende 
Beeinflussung am geringsten ist: hier ist die Schädigung sogar geringer 
als in einfach wässeriger Lösung. 


Tabelle VII. 
Einfluß der Reaktion (mit Puffern). 
Diastase 0,5%, Quarzlampe 60 cm, 120 Min., Phosphatgehalt m/30. 
Reihe 1: ?/,: tin, 
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Betreffs der Methodik soll, obgleich selbstverständlich, noch er- 
wähnt werden, daß vor der Auffüllung auf Volumen und Ansetzung 
zur Verdauung sämtliche Proben durch Zusatz entsprechender Mengen 
Alkali bzw. Säure, bei Anwendung von Phosphatgemischen entsprechen- 
der Phosphatlösung auf die gleiche Azidität gebracht wurden. 

Das Ergebnis dieses Abschnittes ist also, was die Lichtwirkung 
betrifft: Abhängigkeit von der Verdünnung, stark schädigender Ein- 
fluß saurer, verhältnismäßig geringer alkalischer Reaktion. Bei Zusatz 
von Phosphatpuffern liegt das Maximum der Lichtschädigung bei der 
für die Fermentwirkung optimalen Reaktion. 
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Tabelle VIII. 
Einfluß der Reaktion (mit Puffern). 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min., 40 cm. Phosphatgehalt m/30. 
Reihe 1: 3/3: fia 
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Weitere Versuche sollten zunächst einen Überblick über das Ver- 
halten einiger Salze geben. Daß Salze, speziell die Säureionen, bei 
der Wirkung der Diastase eine erhebliche Rolle spielen, ist bekannt. 
Speziell über ihren Einfluß bei der Speicheldiastase liegen ausführliche 
Untersuchungen von Michaelis und Pechstein (l. c. 6) vor. Bei unseren 
Versuchen zeigte sich nur eine geringe Wirkung des Sulfations, des 
Nitrations sowie des Chlorions, während das Jodion schon im Gegensatz 
zu den ersten drei im Dunkel eine schädigende Wirkung ausübte. Bei 
Belichtung der 0,125proz. Lösung mit der Quarzlampe (Tabelle IX) 
ergab sich für das Sulfat wie das Chlorid ungefähr eine Schädigung, 
welche der ohne Salzzusatz entsprach, während durch Jodid eine 
absolute Hemmung der Diastasewirkung erzeugt wurde. Im Gegensatz 
hierzu ergab die Nitratprobe eine deutliche Besserung, auch gegenüber 
der Probe ohne Salz. Es wird nötig sein, diese Ergebnisse weiter zu 
verfolgen. 

Eigenartige Verhältnisse ergaben sich bei Zusatz von Lösungen 
einiger Zucker zur zu bestrahlenden Diastaselösung. Wie Tabelle X 
ergibt, wurde im Sonnenlicht eine 0,5proz. Diastaselösung erheblich 
mehr geschädigt als die Fermentlösung ohne Zusatz: auch die Proben 
mit Zusatz von Rohrzucker und Fruchtzucker ergaben eine, wenn 
auch geringere Wirkungsbeeinträchtigung. Bei stärkeren Verdünnungen 
wurden ähnliche Verhältnisse beobachtet, ohne daß jedoch, wie in 
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Tabelle IX. 


Einfluß der Zugabe von Salzen. 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 75 Min., 40 cm Entfernung. 
Reihe 1: 2:4. 
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früher beschriebenen Versuchen, die Schädigung mit der Verdünnung 
der Fermentlösung zunahm. Als Grund muß wohl angenommen werden, 
daß durch Belichtung Produkte gebildet werden, die nun ihrerseits 


schädigend wirken. 


Tabelle X. 


Einfluß der Zugabe von Zuckern. 
Diastase 0,5%. Sonnenlicht 3 Stunden. Reihe 1: 2: 4. 
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Auffallenderweise liegen die Verhältnisse bei Belichtung mit ultra- 
violettem Licht ganz anders. Tabelle XI gibt einen solchen Versuch 
wieder, der mit einer 0,25proz. Diastaselösung ausgeführt worden ist: 


andere Verdünnungen verhalten sich ganz entsprechend. Hier ist 


keine 


größere Schädigung zu bemerken, wenn Zucker zugesetzt wurden. 
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Tabelle XI. 


Einfluß der Zugabe von Zuckern. 
Diastase 0,25%. Quarzlampe 90 Min. Reihe 1: 2: 4. 
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Eine Substanz, welche imstande ist, die Diastase gegen Licht- 
schädigung in gewissem Maße zu schützen, wurde im Glykokoll ge- 
funden. Bei höheren Fermentkonzentrationen ist dieser Einfluß auch 
erkennbar, er wird besonders deutlich bei geringeren Konzentrationen, 
wie Tabelle XII an einem Versuch mit 0,125proz. Diastaselösung unter 
Quarzlampenbelichtung zeigt. Die Schutzwirkung ist hiernach recht 
bedeutend. In welcher Art das Glykokoll wirkt, muß zunächst dahin- 
gestellt bleiben. Neben einer spezifischen Wirkung wäre auch in Be- 
tracht zu ziehen, daß Glykokoll die Reaktion nach der alkalischen 
Seite hin verschiebt und ein Teil der ,,Schutzwirkung“ hierauf zurück- 
zuführen wäre. Nach den Versuchen der Tabelle VIII ist es jedoch 
kaum möglich, die Besserung nur aus die Reaktionsverschiebung zu 
erklären. 

Tabelle XII. 
Einfluß der Zugabe von Glykokoll. 
Diastase 0,125 %. dr 70 Min. Reihe 1: 2: 4. 
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Endlich war noch zu untersuchen, ob die Zugabe des Substrats, 
also der Stárkelósung, das Ferment gegen Bestrahlung schützen kann. 
Um eine Verdauung während der Belichtung so weit als möglich aus- 
zuschalten, wurden zur Bestrahlung mit der Quarzlampe die Gefäße 
in Eiswasser eingestellt mit einer Temperatur von maximal 29. Aus- 
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gegangen wurde von einer 0,125proz. Diastaselósung. Zu 10 eem 
dieser wurden 20 ccm Stärkelösung gegeben, die Lösung in zwei Teile 
geteilt, der eine in offener Schale wie stets belichtet, der andere in dem- 
selben Eiswasser mit einer Metallhülse bedeckt. Während der Bestrah- 
lung waren bereits die erforderlichen Zusatzlösungen aus Stärke und 
Wasser hergestellt worden, und unmittelbar nach der Belichtung wurden 
dann von der Hell- und Dunkelprobe die berechneten Mengen in die 
betreffenden Reagenzgläser hineingetan, so daß keine Zeit verloren 
und eine stärkere Verdauungsreaktion ausgeschaltet blieb. In üblicher 
Weise wurden die Röhrchen dann in das Wasserbad gebracht und wie 
stets behandelt. Tabelle XIII zeigt das Resultat des Versuchs: einen 
deutlichen Schutz der belichteten Diastaselösung durch Stärkezusatz. 
Die Verdauung der Lichtprobe ist kaum schlechter als die der Dunkel- 
probe, sie entspricht der Wirkung der unbelichteten Diastase ohne 
Stärkezusatz. 


Tabelle XIII. 


Einfluß der Zugabe von Stärke. 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min. Reihe 1: 2: 4. 
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Da bei diesem Versuch im Gegensatz zu allen anderen die Ferment- 
lösungen bei niederer Temperatur gehalten wurden, mußte noch kurz 
nachgesehen werden, ob in diesen Grenzen die Temperatur einen Ein- 
fluß hat. Ein Vergleich zwischen 3 und 20°, wie er in Tabelle XIV 
niedergelegt ist, ergab in diesen Grenzen keinen Unterschied; es bleibt 
die Frage offen, ob bei höheren Temperaturen Differenzen auftreten. 


Tabelle XIV. 


Einfluß der Temperatur. 
Diastase 0,125%. Quarzlampe 60 Min. Reihe 1: ?/,: */,. 
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Versuche, in denen geprüft werden sollte, ob belichtete und ge- 
schädigte Diastase wieder reaktiviert werden kann, führten zu keinem 
bündigen Ergebnis. Es scheint, daß unter Umständen Nitrat in solcher 
Weise wirken kann. Weitere Versuche hierüber sind im Gange. 

Die vorstehenden Versuche zeigen, daß es sich bei der Lichtwirkung 
um eine ziemlich komplizierte Erscheinung handelt. Die Wirkung 
des Lichtes auf die Malzdiastase ist abhängig von der Verdünnung, 
von verschiedenen Begleitkörpern und vor allem von der Reaktion. 
Die größte Lichtschädigung erfolgt bei einer Reaktion, die als die 
optimale für die Fermentwirkung anzusehen ist. Es scheint demnach, 
daß das Fermentmolekül bei seiner optimalen Wirkungsreaktion be- 
sonders labil gegenüber der Lichtenergie ist. Weitere Folgerungen 
sollen hieran vor der Hand nicht geknüpft werden. 

Diese Mitteilung bildet nur den Anfang einer geplanten genaueren 
Erforschung der Beziehungen zwischen Strahlung und Fermenten. Sie 
wird nach verschiedenen Richtungen hin fortgesetzt werden. 
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Urease I. 
Von 
Ludwig Pincussen und Naosaburo Kato. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Städt. Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. September 1922.) 


Die Angaben über die Wirkung des Lichtes auf die Urease sind 
ziemlich spärlich. Sie enthalten nichts als die Feststellung, daß bei 
längerer Einwirkung des Lichtes die Ureaselösungen geschädigt werden 
[Wester (1), Onodera (2). Bei der Wichtigkeit, welche dem Lichte 
für die Stoffwechselvorgänge in der Pflanze zukommt, scheint es er- 
wünscht, diese Wirkung näher zu analysieren. 

Die für unsere Versuche verwendete Urease wurde nach bekannter 
Methode aus Sojabohnen gewonnen. Das feine Bohnenmehl wurde 
in der Kälte erschöpfend mit Petroläther extrahiert, da erfahrungs- 
gemäß das Fett die Fermentwirkung stark beeinträchtigt. Es bleibt 
dahingestellt, ob es sich hierbei um rein mechanische Verhältnisse 
handelt, oder ob vielleicht eine Fettkomplexverbindung vorliegt, die 
gewissermaßen als Zymogen der Urease betrachtet werden kann. Das 
entfettete Mehl wurde mit der vier- bis fünffachen Merge Wasser 
extrahiert, die erhaltene Lösung durch eine Nutsche klar filtriert und 
das Filtrat im Faustschen Apparat bei einer Temperatur von 35° auf 
flachen Glasschalen eingetrocknet. Mit Hilfe eines scharfen Spatels 
wurde die erhaltene Schicht abgekratzt, die so erhaltene Masse im 
Exsikkator über Chlorcalcium getrocknet, pulverisiert und nochmals 
getrocknet. Das erhaltene Pulver hält sich, ohne seine Wirkung ab- 
zuschwächen, im verschlossenen Glase lange unverändert. Von diesem 
Präparat wurden stets frische Lösungen in destilliertem Wasser her- 
gestellt, und zwar wurden stets 0.5proz. Lösungen verwendet. 

Als Lichtquelle dienten in den meisten Versuchen Sonnenstrahlen, 
in einzelnen das ultraviolette Licht der Quecksilberquarzlampe. In 
allen Fällen wurde zugleich mit der Lichtprobe eine entsprechende 
Dunkelprobe, durch eine Aluminiumhülse geschützt, in gleicher Weise 
behandelt. 
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Die Belichtung durch Sonne erfolgte in Jenaer Reagenzgläsern, 
die später zur Destillation direkt an den von dem einen von uns (3) 
beschriebenen Apparat zur Ammoniakbestimmung angesetzt wurden. 
Unmittelbar nach Fortnahme der Lösungen vom Lichte wurde Puffer- 
gemisch aus m/15 primärem Kaliumphosphat und sekundärem Natrium- 
phosphat sowie die entsprechende Menge Harnstoff zugefügt und die 
Lösungen nun zusammen eine bestimmte Zeit im Wasserbad belassen. 
Die Harnstofflösung war in allen Fällen 0,1 molar. Nach Ablauf der 
Digestionszeit wurden alle Proben mit drei Tropfen l0proz. Schwefel- 
säure angesäuert und die Reaktion auf diese Weise unterbrochen, 
zugleich das gebildete Ammoniak sicher gebunden. Die Destillation 
erfolgte nach Alkalisierung mit Natriumcarbonat im oben genannten 
Apparat. Das gebildete Ammoniak wurde in eine n/100 Schwefelsäure 
mit Jodzusatz eingeleitet; die Titration erfolgte jodometrisch mit 
n/100 Natriumthiosulfat. Alle Versuche sind mit kleinen Mengen aus- 
geführt. Die Resultate sind angegeben im Milligrammen Ammoniak, 
die bei der Harnstoffzersetzung gebildet wurden. 

Versuch 1 zeigt den Einfluß des Sonnenlichtes auf Ureaselösung 
ohne Zusatz. Angewandt wurde 0,5proz. Lösung. Belichtung 1 bis 
2 Stunden. Die dem Sonnenlicht ausgesetzten Proben erwärmten sich 
ziemlich beträchtlich. Die Anfangstemperatur war bei Hell-.und Dunkel- 
probe 22°, sie war nach 10 Minuten auf über 30° gestiegen und betrug 
nach 1 Stunde in der Hellprobe 36°, in der Dunkelkontrolle 34%, nach 
einer weiteren Stunde 37 bzw. 35°. Es wurde belichtet Probe I 2 Stunden 
mit Aluminiumhülse, Probe II 1 Stunde ohne, eine weitere Stunde 
mit Hülse, Probe III 2 Stunden ohne Hülse. Nach Beendigung des 
Versuchs wurde zu je l ccm Lösung 2 ccm sekundäres Natriumphosphat, 
lccm Kaliumphosphat und 2ccm Harnstofflösung zugegeben. Die 
kolorimetrisch bestimmte Wasserstoffionenkonzentration war 7,4. Zeit 
der Verdauung 40 Minuten, Temperatur des Wasserbades 40°. 

Tabelle I gibt die Ergebnisse. 

















Tabelle I. 

—— s 

l Harnstoff M d 

Probe Nr | Ne;HPO, K HPO, (m/10) säuerten NH: 

rss = l ccm com | com j mg 
L=lcem ..... | 2 1 | 2 | 1,26 
2= Leem ..... 2 | 1 : 2 1,08 
3=lcem ||.. a] ı © 2 1.095 


Sie zeigt deutlich eine Schädigung der fermentativen Wirkung, 
zunehmend mit der Dauer der Belichtung. 
Eine zweite Versuchsserie sollte den Einfluß der Reaktion auf die 
Lichtwirkung prüfen. Die erforderlichen Wasserstoffionenkonzen- 
31* 
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trationen wurden durch Phosphatmischungen hergestellt. Es soll an 
dieser Stelle nicht untersucht werden, inwieweit und ob die Phosphate 
eine spezifische Wirkung haben. Diese Frage ebenso auch die Her- 
stellung verschiedener pp durch andere Puffergemische bleibt einer 
späteren Untersuchung überlassen. Die Ausführung des Versuchs 
war die folgende. Leem Ureaselösung wurde mit Phosphatgemisch 
und Wasser versetzt, so daß das Volumen auf 2ccm gebracht wurde 
und so belichtet, daneben wie stets Kontrollen in Metallhülsen. Nach 
beendeter Belichtung wurden die Proben durch Zusatz entsprechender 
Mengen von primárem und sekundärem Phosphat auf gleiche Py ge- 
bracht, darauf Harnstoff zugefügt und im übrigen wie vorher be- 
schrieben verfahren. Bei den soeben zu beschreibenden Versuchen 
der Tabellen II und III betrug die Temperatur des Wasserbades 50 
bis 52% die Reaktionsdauer 30 Minuten. 

Auch bei diesen Proben wurde eine wenn auch etwas geringere 
Temperaturerhöhung konstatiert; sie betrug maximal 31° für die Hell- 
proben, 29° für die dunkel gehaltenen Kontrollen. Der Ansatz der 
Proben war der folgende. 














Ureaselösun 
Probe 05 Proz. £ | NaHPO, | KH2PO, | H,O on. 
y oa ccm ccm ccm | ccm _ 
| | 
1 1 1 0 0 , 8,2 
2 1 0,5 0 | 05 | 8,0 
3 1 0,5 0 | 1 | 6,7 
4 1 0 0,5 i 0,5 6,1 
5 1 0 1 | 0 | 5,6 


Nach dem Belichten werden die Proben wie folgt angesetzt und die 
bestimmte Zeit in das Wasserbad gestellt. 
































| 

Pi one | Na H PO, | K HP O, | H,O = 
e a ccm | ccm ccm cm Zerf 

ı | 10 | odo wl ze H 

¿2 1,5 1,0 i 0,5 2,0 74 

3 i 2,0 j 1,0 0 2,0 7,4 

4 2,0 0,5 0,5 Ä 2,0 7,4 

y Si 0 0 2,0 1,4 


Während die Dunkelproben bei kürzerer Belichtung annähernd 
die gleichen Werte zeigen, nimmt bei länger dauerndem Stehen die 
Ammoniakbildung mit abnehmender p,,, also mit steigender Azidität. 
ein wenig zu. Erheblich deutlicher sind die Unterschiede bei den be- 
lichteten Proben. Die Ammoniakbildung nimmt bei den Proben mit 
geringerer De, also höherer Azidität deutlich und unverkennbar zu. - 
Die geringste Ammoniakbildung entfalten die Proben, die bei alkalischer 
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Resultate des Versuchs. de 
Tabelle II. 
Belichtungszeit 40 Minuten. 


| | Menge des entstandenen NH; 
Probe ER SE Ee 
Nr. beim Belichten im Hellen Kontrolle (mit Al-Hülse) 
mg mg 











=— ee, 
l | 8,2 \ 1,06 1,36 
2 | 80 | 106 ` 1,38 
3 | 6,7 | 1,14 ' kaputt gegangen 
4 | 6,1 1 121 1,40 
50o 5,6 [ Loës | 1,38 
Tabelle III: 


Belichtungszeit 2%, Stunden. 


) Menge des entstandenen N Hg 








Probe l 


H l j = SE 
Nr. : beim Belichten " im Hellen Kontrolle (mit Al»Hülse) 
E i mg o mg 


l | ; | 0,58 1,33 








8,2 | 
3 8,0 0,61 1,33 
3 | 6,8 0,59 | 1,29 
4 6,1 0,65 ` 1,35 
5 | 5,6 y 0,97 1,40 


Reaktion belichtet worden sind: in Tabelle II die Proben 1 und 2, 
in Tabelle III auch noch die Probe bei neutraler Reaktion Nr. 3. Saure 
Reaktion scheint also das Ferment gegen Lichtschädigung in erheb- 
lichem Maße zu schützen. Im Gegensatz hierzu wird es mehr oder 
weniger stark bei alkalischer Reaktion geschädigt. Wir sehen hier 
eine Wiederholung der bei der Diastase (s. vorhergehende Abhandlung) 
beobachteten Erscheinung, daß die Lichtschädigung des Ferments 
am größten bei einer Reaktion ist, die für seine Wirkung günstig bzw. 
optimal ist. 

Die Verhältnisse bei Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte gehen 
prinzipiell parallel (Tabelle IV). In diesem Falle wurde eine leichte 
Schädigung bei einer py von 8,2 schon bei der Dunkelprobe beobachtet; 
im übrigen nimmt auch hier bei zunehmender Azidität des Gemisches 
die Ammoniakbildung zu. Die Versuchsverhältnisse waren im übrigen 
die gleichen wie worher. Die Temperatur blieb sowohl bei der Licht- 
wie der Dunkelprobe während der ganzen Versuchszeit unverändert 22°. 
Wie vorher wurde nach der Belichtung durch Zugabe entsprechender 
Mengen von Phosphatgemisch die Lösungen auf die gleiche Wasser- 
stoffionenkonzentration gebracht und zu einem gleichen Gesamt- 
volumen (7 ccm) ergänzt. Menge des zugefügten Harnstoffs 14 mg, 
Verdauung 1 Stunde bei 40°. 
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Tabelle IV. 
Belichtungszeit 2 Stunden. 














| Menge des entstandenen N H 
Probe | j p ; SE ee 
Nr. | beim Belicbten || im Hellen | Kontrolle (mit Al-Hülse) 
me 

LI ag I 112 1,22 

2 6,7 I LIO ` 1,44 

3 | 6,1 138 | 1,44 

4 | 5,6 Län | 1,44 


Um zu prüfen, ob Zusatz von Harnstoff die Lichtschädigung 
durch Sonnenlicht verhindert, wurden in einem weiteren Versuch 
gleiche Mengen Ureaselósung mit Harnstoff versetzt und eine Kon- 
trolle, zunächst ohne Phosphatzusatz, ohne Harnstoffbeigabe, ebenso 
behandelt. Der Ansatz war demnach der Bee 








u E | 
EX Kc wh PO, KH¿PO, Errar | BO 
o em ccm ccm ccm 8 
(It 2 oa +. 2 l ı 
2 1 | 2 1 3 | 0 
a | 1 0 0 | 0 | 5 


Alle Proben werden im Wasserbade bei 10% mit direktem Sonnen- 
licht 2 Stunden belichtet. 

Probe Nr. 1 wurde sofort nach dem Belichten destilliert; Probe Nr. 2 
wurde noch 30 Minuten nach dem Belichten in ein Wasserbad von 50 
gestellt und dann destilliert; zu Probe Nr. 3 wurden nach dem Belichten 
2ccm Na¿HPO,, Leem KH,PO, und 2ccm Harnstoff zugefügt und 
dann wie Probe Nr. 2 behandelt. 

Die Resultate des Versuchs sind folgende: 





Tabelle V. 
RE Eu Menge des entstandenen Ammoniaks: i 
Probe E E 
Nr, | im Hellen | Kontrolle. (mit mit Al-Hülse) 
E oomoo o omg 
1 0,97 | 0,97 
2 2,16 2,16 
3 | 1,19 1,30 


Gesamtvolumen: Nr. 1 und 2 7 ccm, Nr. 3 11 ccm. 

Versuch 5. Wiederholung des Versuchs 4, aber bei etwas höherer 
Temperatur. 

Bei diesem Versuch wurde eine Temperatur des Wasserbades von 
28° gewählt, sonst ganz gleich wie Versuch 4. Resultate des Versuchs: 
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Tabelle VI. 
j y Menge des entatandenen EE 
Probe Ba a er ee u nern 
Nr. im Hellen | Kontrolle (mit Al»Hülse) 
-a 8 erg Ee 
== i Eh — 
l \ 1,57 | 1,80 
2. 2,28 | 2,46 
3 | 0,88 | 1,32 


Ebenso wie bei der Diastase ergibt sich also auch hier, daß das 
Substrat einer Zerstörung bzw. Schädigung des Ferments entgegen- 
wirkt, daß also die Bindung des Fermentes eine gewisse Schutzwirkung 
ausübt. 

Im ganzen zeigen also die geschilderten Versuche ebenso wie bei 
der Diastase, daß die Schädigung zunächst einmal von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abhängig ist und daß bei der für die Wirkung 
optimalen py die Lichtschädigung am größten zu sein scheint; daß 
ferner Zusatz von Substrat, in diesem Falle also von Harnstoff, ebenfalls 
die Lichtschädigung verzögert. 

Weitere Versuche über die Beeinflussung der Urease durch Licht 
sind im Gange. Bei der Mitteilung dieser wird auch über die Theorie 
näher zu sprechen sein. Wir möchten jedoch schon jetzt darauf hin- 
weisen, daß uns unsere Ergebnisse für eine Zweiteilung des Ferments 
Urease zu sprechen scheinen. 


Literatur. 


1) Wester, Pharmazeutische Zentralhalle 57, 423, 1916 (zitiert nach 
Congren). — 2) Onodera, Biochem. Journ. 9, 544, 1915. — 3) Pincussen, 
Mikromethodik. Leipzig 192]. 
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Das Verfahren zur Bestimmung von Milchsäure im Mageninhalt 
beruht, wie die meisten früher benutzten, auf dem Umstand, daß die 
Milchsäure im Gegensatz zur Salzsäure in Äther löslich ist. 

Die Fehler bei den früher angegebenen Verfahren rühren davon 
her, daß man nicht darauf achtete, daß die Milchsäure viel leichter 
in Wasser als in Äther zu lösen ist, so daß man beim Ausschútteln 
nur einen geringen Bruchteil der Milchsäure in den Äther hinüber- 
brachte, und ferner von dem Umstande, daß nur die freie Milchsäure 
in Äther löslich ist, während die Salze der Milchsäure, wenigstens die 
zwischen Milchsäure und Proteinstoff oder Proteinstoffspaltungs- 
produkten gebildeten Salze in Äther unlöslich sind. In den Probe- 
mahlzeiten, in denen keine Salzsäure vorhanden ist, wird die erste 
gebildete Milchsäure an die Proteinstoffe der Probemahlzeit gebunden 
werden und sich somit zum größten Teil der Bestimmung entziehen. 
wenn die Milchsäure nicht durch eine stärkere Säure frei gemacht wird. 

Es kam zuvörderst darauf an, das Verteilungsverhältnis der Milch- 
säure zwischen Wasser und Äther zu bestimmen, um daraus herzuleiten, 
wie man zu verfahren hat, um die gesamte anwesende Milchsäuremenge 
oder, was leichter ist, eine bestimmte Fraktion davon auszuschütteln. 

Es zeigte sich nun, daß das Verteilungsverhältnis der Milchsäure 
zwischen Wasser und Äther etwa 10/l war. Die Milchsäure ist also 
etwa zehnmal so leicht löslich in Wasser wie in Äther. Die Bestimmung 
des Verteilungsverhältnisses fand in der Weise statt, daß 5ccm 
einer bekannten wässerigen Milchsäurelösung (mit Zusatz von zwei 
Tropfen = 0,1 ccm Methylviolett) mit 50 ccm säurefreiem Äther ge- 
schüttelt wurden; dabei geht etwas von der Milchsäure in Äther 
über; wie viel lübergegangen war, wollte ich durch eine einfache 
Säure - Basentitration bestimmen; da eine solche sich nicht in der 
ätherischen Lösung ausführen läßt, muß die Milchsäure wiederum in eine 
wässerige Lösung hinübergebracht werden, was sich am einfachsten 
durch Schütteln des Äthers mit 100 ccm Wasser bewerkstelligen läßt; 
bei der viel größeren Löslichkeit der Milchsäure in Wasser wird die im 
Äther zurückbleibende Milchsäuremenge so gering sein, daß sie, wie aus 
späteren Erörterungen hervorgehen wird, unberücksichtigt bleiben darf. 

In den 100 ccm H,O bestimmt man die’ anwesende Sáuremenge 
(Milchsäure) durch Titration mit n/10 NaOH (am besten benutzt man 
dabei eine Mikrobürette). 

Erst muß man untersuchen, ob die Verteilung der Milchsäure 
zwischen Wasser und Äther konstant, von der Milchsäurekonzentration 
unabhängig ist. Zu dem Ende wurde etwa 5proz. Milchsäure in n/10 HO 
hergestellt; 1ccm dieser Lösung hatte zur Neutralisation 5,50 ccm 
n/10 NaOH erfordert; davon entspricht die Milchsáure 4,50 ccm 
n/10 NaOH; daraus werden Lösungen hergestellt, die immer n/10 in 


Einfaches Verfahren zur Bestimmung von Milchsäure usw. 479 


betreff der Salzsäure sind, aber verschiedene Milchsäurekonzentrationen 
aufweisen. 

Beim Ausschütteln werden 5 ccm Milchsäurelösung (+ 0,1 Methyl- 
violett) und 55ccm Äther — mit Zusatz von Rosolsäure — benutzt; 
es wird mit 100 ccm H,O geschüttelt, wodurch die im Äther anwesende 
Milchsäuremenge bestimmt wird (s. später). 








Ursprüngliche 

















Milch hi ES Sg 
51 cum Wasser e EE d er Wasser Mlcheaue Reeg Verteilungs- 
u. ückt in com | Milchsäure CE Leem H,O Leem Atber | Wasser:Äther 
n10 Säure 

7,50 4,03 3,47 0,69 0,073 9,3 
5,63 3,10 2,53 0,50 0,056 9,0 
2,04 1,10 0,94 0,18 ` 0,0201 9,2 
1,07 0,56 0,51 0,10 0,010 10 


Aus der Tabelle sieht man, daß das Verteilungsverhältnis der 
Milchsäure zwischen Wasser (oder vielmehr n/10 Salzsäure) und Äther 
ein klein wenig über 9 liegt und (innerhalb des für die vorliegenden 
Untersuchungen von Bedeutung seienden Bereiches) von der Milch- 
säurekonzentration unabhängig ist; letztere Abweichung ist kaum 
eine tatsächliche; eine Fehltitration von einem Bruchteil eines Tropfens 
wird hier, wo es sich um so geringe Milchsäuremengen handelt, die 
Abweichung erklären können. 

Die Abhängigkeit des Verteilungsverhältnisses von der Änderung 
der Konzentration der zugesetzten Salzsäure ergibt sich aus dem 
folgenden Versuch. 

5 ccm der benutzten Milchsäurelösung erfordern 4,50 cem n/10 NaOH. 

5 com (+ 0,1 Methylviolett + 0,5 ccm n/100 HCl) werden mit 50 ccm 
Äther geschüttelt, die 50 cem Äther mit 100 ccm H,O, die danach 2,03 ccm 
n/10 NaHO gebrauchen. 

Desgleichen, aber mit 0,5 ccm n/10 HCl, mit Äther und Wasser ge- 
schüttelt, 2,10 ccm n/10 NaHO. 

Desgleichen, aber mit 0,5 cem n/l HCl, mit Äther und Wasser ge- 
schüttelt, 2,17 ccm n/10 NaOH. 
` Desgleichen, aber mit 0,5ccm etwa 10n HO (= 35% HCI), mit 
Ather und Wasser geschüttelt, 2,39 com n/10 NaOH. 


Schematische Darstellung des oben stehenden Versuchs. 



































' In Ather übergegangene | Im Wasser zurück» Verteilungs» 

Zugesetzte Säure PH Milchsäure gebliebene Milcbsäure en 
119 Vol. etwa Wasser 

i | pro Dem | _pro l cum | pre ro 5,6 ccm Í pro Leem | Ather S 

LA == tl a e 
n/100 HCI . 3 | 203 | 0,041 ı 247 | 0,442 | 108 
n/l0 `... (2 2.10 | 0,042 | 240 | 0,429 | 102 
n/l ; 1 2,17 0,043 | ‚2,33 0,416 9,6 
etwa 10n Ho | $ i 

(35%). nl 239 | 0048 | 211 | 0,377 | 71 
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Das Verteilungsverhältnis ist also etwas abhängig von der zu- 
gesetzten Salzsäuremenge, so daß die Milchsäure in um so viel höherem 
Grade in den Äther hinübergetrieben wird, je mehr Salzsäure die be- 
treffende wässerige Milchsäure enthält. Da in der betreffenden Lösung 
keine Stoffe enthalten sind, an die die Milchsäure gebunden sein könnte, 
kann die Wirkung der Salzsäure auf keiner Befreiung von Milchsäure 
beruhen; da die Wasserstoffionenkonzentration, von dem ersten Versuch 
abgesehen, so groß ist, daß die Milchsäure durchaus undissoziiert sein 
muß, kann die Wirkung auch nicht von einem Einfluß der Salzsäure 
auf die Dissoziation der Milchsäure herrühren; sie muß vielmehr auf 
einer Löslichkeitsherabsetzung der Milchsäure in Wasser infolge des 
Vorhandenseins der Salzsäure beruhen. 

Darüber später ein Weiteres. Das Wesentlichste von dem, was 
der oben angeführte Versuch zeigt, ist, daß das Verteilungsverhältnis 
der Milchsäure zwischen Wasser und Äther dem Verhältnis 9/1 à 10/1 
sehr nahe liegt, wenn nicht große Menge von Salzsäure im Wasser ist. 

Will man den Milchsäuregehalt einer Probemahlzeit in möglichst 
einfacher Weise bestimmen, muß man — da notwendigerweise in allen 
Fällen freie Salzsäure anwesend sein muß — zur Probemahlzeit 1/399 Vol. 
10 n HCl (= etwa 35%, HCl) = einen Tropfen pro 10 ccm setzen. 
War im voraus keine Salzsäure anwesend, wird die Salzsäurenormalität 
der Probe nun n/20 betragen und das Verteilungsverhältnis etwa 9,7 
sein — vorausgesetzt, daß nur die Salzsäurenormalität für das 
Schwanken des Verteilungsverhältnisses von Bedeutung ist; beträgt 
die Säurenormalität schon im voraus n/20 (Gesamtsäure 50), wird die 
gesamte Säurenormalität 1/10 betragen und das Verteilungsverhältnis 
9,6 sein; beträgt die Säurenormalität im voraus n/10 (Gesamtsäure 100), 
wird die gesamte Säurenormalität 1,5 n/10 betragen und das Ver- 
teilungsverhältnis etwa 9,5 sein. Nach dem Zusatz der bestimmten 
Menge Salzsäure wird das Verteilungsverhältnis der Milchsäure zwischen 
Wasser und Äther im weitesten Falle (Anazidität bis Hyperazidität) 
zwischen 9,7 und 9,5 schwanken. 

Will man den Übergang der Hälfte der Milchsäure in den Äther 
erzielen, sollte man im ersten Falle 5 ccm der (filtrierten) Probemahlzeit 
mit 48,6 com Äther, im zweiten Falle mit 47,6 ccm ausschütteln; da 
man indessen aus praktischen Gründen ein wenig in Wasser lösliche — 
in Äther unlösliche — Farbe zu der Probe setzt, ist es vorteilhaft. 
vier Tropfen = 0,2 ccm der betreffenden Farbe zuzusetzen. Die Wasser- 
phase beträgt nun 5,2ccm; ist das Verteilungsverhältnis 9,6, muß 
man die Probe mit 50 cem Äther ausschütteln, um die Hälfte der Milch- 
säure in den Äther hinüberzubringen. (Ist das Verteilungsverhältnis 
9,7 und 9,5, wird dies einen Fehler der Bestimmung von etwa 1%, 
bewirken, was unberücksichtigt bleiben darf.) 
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Da der Einfluß, den der Säurezusatz auf das Verteilungsverhältnis 
der Milchsäure zwischen Wasser und Äther ausübte, kaum eine spezi- 
fische Säurewirkung sein kann, sondern von der Aktivitätssteigerung 
herrühren muß, die der Milchsäure zuteil werden muß, da sich nun 
auch andere Stoffe im Wasser gelöst finden, so muß man annehmen, 
daß auch andere Stoffe eine entsprechende Wirkung haben werden, 
ein Verhältnis, das einigen Einfluß auf die Milchsäurebestimmung aus- 
üben mag. 

Der Einfluß des Vorhandenseins von Salzen auf das Verteilungs- 
verhältnis erhellt aus dem folgenden Versuch: 


























a Sr Sen Aer N ns dd | ‚ Verteilungsverhältnis 
in betreff von (NH) SO, ' zwischen Wasser und Äther 
0 | 10,0 
vi 26 9,7 
1/10 8,9 
i 3,0 


Während das Verteilungsverhältnis bei Vollsättigung mit dem 
Salz sehr stark abgeändert ist, werden die Salzkonzentrationen, von 
denen in Probemahlzeiten die Rede sein kann, keine so große Schwan- 
kung des Verteilungsverhältnisses bewirken, daß sie das Verfahren 
kompromittieren würde. 

Untersuchen wir nun die Bedeutung des zweiten Moments für 
die Bestimmung, von dem a priori zu erwarten wäre, daß es auf die 
Verteilung der Milchsäure zwischen Probemahlzeit und Äther eine 
Wirkung ausübte, nämlich den Einfluß des Vorhandenseins von Pro- 
teinstoff. 

Zu 50 ccm H,O + 10 g Weißbrot wird 0,2 ccm Milchsäure gesetzt; 
die Milchsäurezahl dieser Lösung ist — 38. 

Es werden 5ccm Filtrat entnommen und die in gewöhnlicher 
Weise bestimmte Milchsäurezahl ist nun = 21. 

Wird vor dem Filtrieren !/3 Vol. 35proz. HCl zugesetzt, um die 
an das Protein der Probemahlzeit gebundene Salzsäure zu befreien, 
so ergibt sich eine Milchsäurezahl von 39. 

Etwa 50%, der anwesenden Milchsäure sind also an die Protein- 
stoffe der Probemahlzeit gebunden und werden somit nur durch eine 
Ätherausschüttelung bestimmt werden können, wenn die Milchsäure 
durch eine stärkere. Säure verdrängt wird. Findet sich in der Probe- 
mahlzeit noch mehr säurebindender Stoff, oder hat sich weniger Milch- 
säure gebildet, wird ein bei der Milchsäurebestimmung entstehender 
Fehler bei einer einzelnen Ätherausschüttelung natürlich wesentlich 
größer werden als in dem angeführten Beispiel. 

In derselben Weise wie die Milchsäure an die genuinen Proteinstoffe 
gebunden wird, wird sie an die Proteinspaltungsprodukte gebunden. 
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2 g Wittepepton + 100 ccm H,O + 0,25 ccm Milchsäure ergeben, 
falls man vor dem Ausschütteln keine Salzsäure zusetzt, im übrigen 
aber die Milchsäurebestimmung wie gewöhnlich ausführt, 0,10 ccm, 
was einer in gewöhnlicher Weise berechneten und in Zehntel Kubik- 
Zentimeter pro 10 ccm Mageninhalt ausgedrückten Milchsäurezahl = 3 
entsprechen würde. Wird aber vor dem Ausschütteln mit Äther zu 
derselben Milchsäure-Witte-Peptonlösung Salzsäure gesetzt, bekommt 
man 0,50ccm n/10 Base. Milchsäurezahl = 20. 

Wenn Ewald nun angibt, die Milchsäuremenge in einem Ventrikel- 
inhalt durch Ausschütteln mit Äther (5ccm Mageninhalt + 25 ccm 
Äther), und zwar als Differenz zwischen der vor und der nach dieser 
Ätherausschüttelung verbrauchten Base bestimmen zu können, so ist 
ja leicht einzusehen, daß er in der Tat viel zu kleine Werte der Milch- 
säuremenge erhalten wird. Wenn wir vorläufig davon absehen, daB 
die Milchsäure nicht frei ist, so wird man, da das Verteilungsverhältnis 
zwischen Wasser und Äther ja etwa 10/1 ist, bei Ausschütteln mit dem 
fünffachen Volumen Äther, nur etwa 1⁄4 Milchsäure in den Äther hinaus- 
bringen. 

Wenn dazu noch kommt, daß die Milchsäure an die Proteinstoffe 
der Probemahlzeit gebunden ist, so daß nur etwa die Hälfte frei ist 
bei Vorhandensein der sehr großen Mengen, und weit unter der Hälfte, 
wenn die Milchsäuremenge geringer ist, so ergibt sich daraus, daß die 
Milchsäuremenge um 600%, größer sein wird als diejenige, welche 
man bei Ewalds Verfahren ermittelt, und daß die kleineren Milchsäure- 
mengen gar nicht zu bestimmen sein werden. 

Die allgemein benutzte qualitative Probe (Uffelmann) ist als sehr 
unsicher zu bezeichnen. Wird sie an der Probemahlzeit selbst aus- 
geführt, kann man eine Reaktion erzielen, auch wenn keine Milchsäure 
anwesend ist, da sowohl Zucker als Pepton positive Uffelmannsche 
Reaktion ergeben können. Schüttelt man mit Äther und führt die 
Probe an dem eingedampften Ätherextrakt aus, vermeidet man aller- 
dings diesen Fehler; da diese Ätherausschüttelung aber meist statt- 
findet, ohne daß man erst die gebundene Milchsäure durch Salzsäure- 
zusatz befreit hat, kann sehr wohl bei dennoch negativer Reaktion 
Milchsäure in der Probe enthalten gewesen sein. 


Auf Grund der oben genannten Untersuchungen wird es nun sehr 
leicht sein, ein hinreichend genaues und sehr leichtes Verfahren zur 
Milchsäurebestimmung auszuarbeiten. 

Die Probemahlzeit wird geschüttelt, so daß Flüssigkeit und aufge- 
schlämmte Bestandteile gleichmäßig verteilt werden; darauf werden mit 
Mefiglas 10 bis 15 ccm entnommen (bei nicht hinlänglich großer Probe- 
mahlzeit kann man sich mit 5ccm begnügen), wozu, um die Milchsäure 
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frei zu machen, ein Tropfen konzentrierter Salzsäure (35 bis 40 Y, HCl) pro 
10 com gesetzt werden; die dadurch ausgeführte Verdünnung, die unter 
1% ausmacht, bleibt unberücksichtigt. Es wird filtriert. A eem des 
Filtrats werden in einen etwa 100 ccm großen Scheidetrichter gegossen, 
es werden vier Tropfen Methylvioleit zugesetzt1), sodann 50 ccm säure- 
freien ÄAthers, worauf kräftig geschüttelt wird, so daß die Milchsäure 
sich gleichmäßig zwischen Wasser und Ätherphase verteilt. Die Wasser- 
phase, die vermöge des Methylviolettzusatzes dem Äther gegenüber 
sehr scharf dasteht, wird abgezapft und nicht benutzt; es wird ein paarmal 
geschüttelt, um das wenige etwa noch im Scheidetrichter sitzende Wasser 
zusammenzubringen und zu entfernen. 

In dem im Scheidetrichter zurückbleibenden Äther finden sich 
50% der ursprünglichen Milchsäure, da das Verteilungsverhältnis 
zwischen Wasser und Äther um 9,6 gelegen ist, so daß in 50 ccm Äther 
ebensoviel Milchsäure gelöst sein wird wie in 5,2ccm Wasserphase. 

Die im Äther anwesende Milchsäure wird durch einfache Säure- 
Basentitration bestimmt, wobei die Milchsäure jedoch erst durch Schütteln 
im Scheidetrichter in Wasser hinübergebracht werden muß. 

Um daurchaus vergewissert zu sein, daß man nur die im Äther ge- 
löste Säure erhält (und nicht etwa die Säure, die eventuell an den Wänden 
des Scheidetrichters hängen möchte), wird der Äther aus dem ersten 
Scheidetrichter in einen etwa Y, bis Lé Later großen Scheidetrichter hin- 
übergegossen und nun 100 ccm H,O zugesetzt, worauf kräftig geschülltelt 
wird, so daß, praktisch gesprochen, sämtliche Milchsäure in die wässerige 
Flüssigkeit übergeht. 

Wasser und Äther werden voneinander getrennt, wobei man — um 
die beiden Schichten leichter unterscheiden zu können — ein paar 
Tropfen eines in Äther löslichen, in Wasser unlöslichen Farbstoffs 
(Rosolsäure) zusetzen kann. | 

Die Miichsäure ist nun in die wässerige Lösung hinübergebracht 
und kann durch Titration mit Alizarin als Indikator bestimmt werden. 

Bei dem letzten Ausschütteln geht die Milchsäure natürlich nicht 
quantitativ in das Wasser über; auch hier wird sie sich zwischen Wasser 
und Äther verteilen. Da das Verteilungsverhältnis hier über 10 ist, 
werden nur unter 5%, Milchsäure in den 50 ccm Äther zurückbleiben ; 


1) Die Bedeutung dieses Zusatzes ist eine dreifache: zuvörderst wird 
dadurch die Unterscheidung der Wasser- und der Ätherschicht erleichtert 
(Methylviolett verbleibt quantitativ im Wasser), demnächst läßt sich 
kontrollieren, ob man eine hinglängliche Menge Salzsäure zugesetzt und 
die Milchsäure frei gemacht hat — der Indikator muß dann grün oder blau 
(eventuell blauviolett) sein; ist er lila, so ist es möglich, daß zu wenig Salz- 
säure zugesetzt worden ist, weshalb wieder ein Tropfen zuzusetzen ist. 
Schließlich muß ein wenig wässerige Lösung zugesetzt werden, um eine 
einfache Verteilung der Milchsäure zwischen Wasser und Äther zu erzielen. 
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also etwa 2%, der in der ursprünglichen Probe vorhandenen Milchsäure 
werden noch im Äther vorhanden sein. 

Es lohnt sich natürlich nicht, deswegen wieder zu schütteln; die 
bestimmten Verteilungsverhältnisse zwischen Wasser und Äther sind 
unter der Voraussetzung berechnet, daß die im Äther anwesende Milch- 
säure durch das oben angegebene Verfahren quantitativ bestimmt 
worden ist; das wahre Verteilungsverhältnis ist also um eine Kleinig- 
keit geringer, was aber für die praktische Berechnung der Versuche 
durchaus ohne Belang ist. Das gefundene Verteilungsverhältnis ist 
ganz empirisch bestimmt worden und sagt uns, daß, wenn man 5,2 ccm 
einer wässerigen Milchsäurelösung, die in betreff von Salzsäure etwa 
n/10 ist, mit 50 ccm Äther und dann die 50ccm Äther mit 100 cem 
Wasser schüttelt, diese 100 ccm Wasser gerade 50%, der Milchsäure 
enthalten werden, die in den 5ccm angewandtem Mageninhalt vor- 
handen war. 


Wünscht man die Milchsäuremenge in Titrationszahlen auszudrücken, 
die den gewöhnlichen Titrationszahlen entsprechen, muß das Titrations- 
ergebnis — in ein Zehntel Kubikzentimetern abgelesen — mit 2 x2=4 
multipliziert werden, da man nur 50%, der Milchsäure titriert und statt 
10 ccm Mageninhalt nur 5ccm angewandt hat. 


Der Fehler der Bestimmungen wird jedoch nicht groß sein, da 
die Titration der reinen wässerigen Milchsäurelösung sehr genau aus- 
geführt werden kann (Umschlag auf einen Tropfen n/10 Base), was 
dagegen bei der gewöhnlichen Totalaziditätsbestimmung mit Phenol- 
phthalein als Indikator nicht der Fall ist. 


Beim Titrieren der Milchsäure darf man nicht Phenolphthalein 
als Indikator benutzen, da man in dem Falle außer der Milchsäure 
noch die in den 100 ccm Wasser vorhandene H,C O, bestimmen würde!). 


Will man den Kohlensäurefehler vermeiden, kann man z. B. Alizarın 
als Indikator benutzen und bis auf Rotbraun titrieren. Die Reaktion 
der Lösung wird dann pp 5,4 sein. 


Das Quantum von nicht neutralisierter Milchsäure wird dann 
ein minimales sein (unter 1%), während die zugesetzte Base nur in 
geringem Maße für die Neutralisation der anwesenden Kohlensäure 
daraufgegangen sein wird (90%, der anwesenden Kohlensäure werden 
nicht neutralisiert). 


1) Während der Kohlensáuregehalt des gewöhnlichen destillierten 
Wassers des Laboratoriums nur einen ganz verschwindend kleinen Fehler 
bewirkte, kann bei anderem destillierten Wasser — wie ich dies zu kon- 
trollieren Gelegenheit hatte — ein bedeutender Fehler entstehen, wenn 
man Phenolphthalein als Indikator benutzt und wie hier mit 100 ccm 
Wasser arbeitet. 
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Eine Bestimmung der Milchsäure des Ventrikelinhaltes in der 
hier beschriebenen Weise erfordert keine 10 Minuten. Das Verfahren 
ist leicht und genau. 

Die Verwendbarkeit des Verfahrens ist an künstlichen Magen- 
proben aus in Salzsäure aufgeschlimmtem Zwieback (in gewissen 
Fällen + Speichel und Pepsin) mit und ohne Zusatz von Milchsäure ge- 
prüft worden: die gefundene und die zugesetzte Milchsäuremenge stimmen 
sehr genau überein. Es ist dargetan worden, daß man in Fällen, wo 
keine Milchsäure, sondern nur Salzsäure, Zwieback, Speichel, Phosphate, 
Peptone usw. anwesend sind, keine Säure im Äther finden wird. 

Außerdem wurde das Verfahren an Mageninhalt nach Ewalds 
Probemahlzeit geprüft: diese Bestimmungen fanden in der Abteilung B 
des Kopenhagener Reichshospitals statt. Für die Erlaubnis dazu bin 
ich Herrn Prof. Dr. med. K. Faber zu Dank verpflichtet; auch bin 
ich Reservearzt Dr. med. Norgaard, der die übrigen Untersuchungen 
an denselben Kranken anstellte, sehr dankbar dafür, daß er es mir 
gestattete, das betreffende Material zu benutzen. 

Aus diesen vorläufigen Bestimmungen von Milchsäure in der 
Probemahlzeit sieht man unter anderem, daß sich in allen Fällen, 
auch bei Anwesenheit von freier Salzsäure, kleine Mengen von Milch- 
säure vorfinden. Die betreffende Milchsäure muß in der Mundhöhle, 
im Ösophagus und im Ventrikel gebildet worden sein, bevor die Reaktion 
hier so sauer wird, daß eine Milchsäurevergärung nicht mehr statt- 
finden kann (pg etwa 3). 

Die Milchsäurezahlen liegen um 5, bei Nr. 3 jedoch 9; hier liegt 
aber auch Retention vor. | 

Die Milchsäurezahl scheint etwas niedriger zu sein in den Fällen, 
wo Boas groß ist, was mit der aufgestellten Annahme übereinstimmt; 
hier wird der Zeitpunkt, wo die Ventrikalreaktion für eine Milchsäure- 
vergärung zu sauer ist, früher eintreten. Der Unterschied ist jedoch 
gering. 

In Fall 2 ist Kongo 0, die Wasserstoffionenkonzentration kleiner 
als 3,5. Hier bestanden somit während des ganzen Aufenthalts der 
Probemahlzeit im Ventrikel die Bedingungen einer Milchsáurebildung. 
Die Milchsäurezahl ist in Übereinstimmung damit etwas größer, jedoch 
nur um etwa 1, der Gesamtazidität. Diese wurde aber leider mit 
Phenolphthalein als Indikator bestimmt und bietet keine.wahre relative 
Maßgabe für die im und vom Ventrikel gebildete Säure dar. 

Wäre die Gesamtazidität mit Brom-Kresol-Purpur bestimmt 
worden!), so hätte man an der Differenz zwischen Gesamtazidität und 


1) Untersuchungen über Bestimmungen von der Gesamtazidität sollen 
später publiziert werden. 
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ausschließlich mit einer Milchsäurebildung zu tun hat; in Fall 2 handelt 
es sich dagegen in überwiegendem Maße um Salzsäuresekretion. 

Fall 2 und 9 sind in betreff der gewöhnlichen Untersuchungen 
(Säure, Menge und Retention) noch identischer. 

Fall 2: Boas 0, Kongo 0, Phenolphthalein 36, Menge 58 ccm, 
Retention 6 Stunden 20 ccm. 

Fall 9: Boas 0, Kongo 0, Phenolphthalein 40, Menge 54 + 36ccm, 
Retention 6 Stunden 60 ccm. 

Die Milchsäure ist aber in Fall 2 = 11 (x 4/5) = 9 und in Fall 9 
= 48 (x 4/5) = 38. | 

In Fall 2 stehen wir einer Hypochlorhydrie, in Fall 9 einer absoluten 
Achlorhydrie gegenüber. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde ein einfaches, auf einer Ätherausschüttelung be- 
ruhendes, kliriisches Verfahren zur Bestimmung von Milchsáure im 
Mageninhalt beschrieben. 

2. Es scheinen in den Ewaldschen Probemahlzeiten stets minimale 
Milchsäuremengen anwesend zu sein. 

3. Nennenswerte Milchsäuremengen scheinen nur anwesend zu 
sein, wenn sowohl Achlorhydrie als Retention vorliegt. 


Über den Einfluß der Wasserstoffionenkonzentrationen 
auf die antiseptische Wirkung des Sublimats :). 


Von 
Georg Joachimoglu. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 25. September 1922.) 


Die antiseptische Wirkung einer Quecksilberverbindung ist ab- 
hängig von dem Dissoziationsgrade der Hg-Ionen. Seit den Unter- 
suchungen von Krönig und Paul?) besteht über diese Tatsache kein 
Zweifel. Zur Demonstration dieser Tatsache habe ich?) einen Versuch 
angegeben, der geeignet ist, diese Tatsache in einer Vorlesung zu 
demonstrieren. 

Im Anschluß an diese Untersuchungen schien mir von Interesse, 
den Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf die antiseptische 
Wirkung des Sublimats zu untersuchen. Die darüber angestellten 
Versuche sollen im folgenden mitgeteilt werden. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Mit Hilfe von Puffer- 
lösungen nach Sórensen*) wurde die gewünschte Wasserstoffionen- 
konzentration hergestellt und die Lösungen mit Sublimat versetzt. Die 
HgCl,-Konzentration betrug etwa 1:600000. Bei dieser Konzen- 
tration findet eine sichtbare Ausfällung auch bei stark alkalischer 
Reaktion (pg 12) nicht statt. Die angewandten Pufferlósungen?) 
waren: 0,1 Glykokoll, d. h. 7,505 g im Liter (ohne NaCl-Zusatz, weil 
sonst die Wirkung des Sublimats durch das NaCl beeinflußt wird), 
n/10 NaOH, n/10 HCl, m/10 Lösung sekundären Natriumcitrats. 


1) Vorgetragen in der Abteilung ‚Pharmakologie‘ der Naturforscher- 
versammlung in Leipzig am 22. September 1922. 

2) B. Krönig und Th. Paul, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 25, 
l, 1897. 

3) Vgl. diese Zeitschr. 121, 259, 1921. 

4) Sörensen, ehendaselbst 21, 131, 1909. 

5) Die Herren Atzler und Lehmann vom Kaiser-Wilhelm-Institut für 
Arbeitsphysiologie hatten die Freundlichkeit, meine Lösungen durch die 
Gaskettenmethode zu kontrollieren. Ich spreche beiden Herren auch an 
dieser Stelle meinen besten Dank aus. 
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Was die praktische Bedeutung dieser Versuche anbelangt, so 
empfiehlt es sich, bei der Desinfektion mit Sublimatlösung dafür Sorge 
zu tragen, daß eine schwach alkalische Reaktion (p 7,8 bis 10,1) in 
dem zu desinfizierenden Medium nicht herrscht. Am vorteilhaftesten 
und am leichtesten wird wohl eine schwach saure (py 5,0 bis 6,6) Reak- 
tion herzustellen sein. 

Jedenfalls zeigen uns diese Versuche, daß dem Wasserstoffion 
auch in diesem Spezialfall eine große Bedeutung zukommt, und es 
wird sich empfehlen, auch bei anderen Antisepticis ähnliche Versuche 
auszuführen. Ich behalte mir vor, später darüber zu berichten. 

Warum das Sublimat bei schwach alkalischer Reaktion unwirksam 
ist, darüber können nur Vermutungen ausgesprochen werden, wahr- 
scheinlich handelt es sich auch hier um eine Abnahme der dissoziierten 
Hg-Ionen. 


Adsorptions- und Entgiftungsvermögen einiger Kohlen:). 


Von 
Georg Joachimoglu. 
Nach gemeinschaftlichen Versuchen mit Herrn T. Takamatsu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 25. September 1922.) 


In einer früheren Abhandlung?) wurde gezeigt, daß von Kohle 
adsorbiertes Jod im Magen-Darmkanal des Menschen frei wird und 
zur Resorption gelangt. Im Urin findet sich so viel Jod, wie bei Appli- 
kation eines Jodalkalis. Nach Einnahme von 0,2g Kohle, die mit 
0,4g Jod beladen war, wurden in den nächsten 60 Stunden 78%, des 
zugeführten Jods im Urin wiedergefunden. Die Vorstellung, daß die 
Kohle im Darm die Resorption von Stoffen hemmt, konnte demnach 
für Jod experimentell nicht bestätigt werden3). Es wäre nun falsch, 
dieses Verhalten des Jods zu verallgemeinern, und ich habe vor 6 Jahren 
hervorgehoben, wie notwendig es ist, Versuche mit anderen Stoffen, 
speziell mit wirksamen Alkaloiden auszuführen, um die Frage zu ent- 
scheiden, ob unsere Vorstellung, wonach Kohle imstande ist, durch 
Adsorption Gifte im Magen-Darmkanal zu entgiften, richtig ist, und 
ob wir durch Messung des Adsorptionsvermógens eines Kohlepräparats 


1) Vorgetragen in der Abteilung ‚‚Pharmakologie‘‘ der Naturforscher- 
versammlung in Leipzig am 20. September 1922. 

2) Vgl. diese Zeitschr. 77, 1, 1916. | 

3) In einer jüngst erschienenen Arbeit hat Wiechowski (Therapie der 
Gegenwart 1922, Nr. 4, S. 121) darauf hingewiesen, daß das Verhalten 
der mit Jod beladenen Kohle im Magen-Darmkanal vorauszusehen war 
und selbstverständlich ist, ,,weil das adsorbierte Jod in Berührung mit 
dem Darminhalt sofort in Hypojodid, Hypojodate und Jodide umgewandelt 
werden muß, welche Umwandlungsprodukte nicht mehr adsorbierbar 
sind; es wird also nicht Jod von Kohle losgelöst, sondern die nicht adsorbier- 
baren Hypojodide und Hypojodate‘. Dieser Einwand Wiechowskis muß 
abgelehnt werden, denn Kohle ist ein vielseitiges Adsorbens, Kalium- 
jodid gehört auch zu den von der Kohle adsorbierbaren Stoffen. Der Ver- 
such lehrt, daß, wenn man 4 g Kohle (Carbo medicinalis Merck) mit 100 ccm 
einer Iproz. Kaliumjodidlösung schüttelt, filtriert, das Filtrat so lange 
auswäscht, bis kein Jod nachweisbar ist, die Kohle verascht, sie den größten 
Teil des Jods adsorbiert hat. Es kann also keine Rede davon sein, daß 
Jodide von Kohle nicht adsorbiert werden. 
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2. Adsorptionsvermögen nimmt in der Reihenfolge Carbo animalis 
„Oranje“, Blutkohle gereinigt (Kahlbaum), Carbovent, Carbo animalis 
(Merck), Buchenholzkohle (Kahlbaum), Carbo animalis purissimus sicc. 
(Merck), Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum), Lindenkohle (Kahlbaum), 
Carbo carnis purus pulverisiert (Merck), Buchenholzkohle (Merck) ab. 
Für das Entgiftungsvermógen wurde folgende Reihe festgestellt. 
Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum), Carbo animalis ‚Oranje‘‘, Carbo 
animalis (Merck), Blutkohle gereinigt (Kahlbaum), Buchenholzkohle 
(Kahlbaum), Carbo animalis purissimus sicc. (Merck), Carbovent, 
Lindenkohle (Kahlbaum), Carbo carnis purus pulverisiert (Merck), 
Buchenholzkohle (Merck). 

3. Es wird empfohlen, neben der Messung des Adsorptionsvermógens 
in vitro mit Jodlösung auch das Entgiftungsvermögen für die in der 
Therapie benutzten Kohlen zu bestimmen. 

4. Für die in der Therapie angewandten Kohlen ist zu verlangen, 
daß 0,01 g Strychninnitrat durch 0,1 g Kohle entgiftet werden. 





























Tabelle A. 
2 0 dÉ Koble i 10 ng Strychainnitrat mn 
Ge s es 
Koblepriparat Kë 110 Tod. Hundes entities durch 
| Epa g Koble 
1. Carbo animalis „Oranje“ EE 15, 94 0,02 (Tabelle D 
2. Blutkohle gereinigt (Kahlbaum) 13,01 0.07 (Tabelle II) 
3. Carbovent . . . 2» 2 2 2 2 0. | 12,07 ' 0,13 (Tabelle III) 
4. Carbo animalis (Merck). . . . - 10,63 0,02 (Tabelle IV) 
5. Buchenholzkohle (Kahlbaum) . ` 9,39 | 0,1 (Tabelle V) 
6. Carbo animalis purissimus sicc. | 
(Merck) ae re Wë 8,05 0,15 (Tabelle VI) 
7. Knochenkohle gepulvert (Kahl- 
baum). » 2 2 2 2 2 2 0. ý 7,69 0,015 (Tabelle VII) 
8. Lindenkohle (Kahlbaum). . . . | 4,85 i 1,0 (Tabelle VIII) 
9. Carbo carnis purus pulverisiert | 
(Merck). .. ........ | 3,64 1.5 (Tabelle IX) 
10. Buchenholzkohle (Merck) . . . | 2,01 15,0 (Tabelle X) 
Tabelle I. 
Oranjekohle. 


Adsorptionsvermögen: 0,1 = = 15,94 ccm n/10 J odlösung 
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Tabelle II. 
Blutkohle gereinigt (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermógen: 0,1g = 13,01 ccm n/10 Jodlösung. 





Nomen Hun 
lizierte Kohl 
Ra Gewich | la me ge Kohle in g Resultat 
E T A rai eg e KR er = rn es E” u Bender 
1 9,8 0,1 Tier bleibt gesund 
2 7 ‚3 0,08 OË 29 sn 
3 10,4 0,07 » sa II 
4 7,6 0,06 Krämpfe, Exitus nach 1 Stunde 
> 7,4 0,05 PR lebt 
6 9,8 0,04 | se Exitus nach 35 Min. 
Tabelle III. 
Carbovent. 


Adsorptionsvermógen: 0,1g = 12,07 ccm n/10 Jodlösung. 














Nummer | Hund Laf | 

Versuchs er an mg Stryehninnitedt Resultat 
ET po K SIE! k CEO BEN 

Ge See EE ee 
1 | 105 0,2 "Tier bleibt gesund 
2 | 6,8 0,15 Krämpfe, lebt 
3 84 0,18 es SS \ 
4 | 6,9 0,1 Se Exitus nach 1 Stunde 
5 | 7,0 0,02 e en „ 25 Min. 


Tabelle IV. 
Carbo animalis ‚Mer 
Adsorptionsvermógen: 0,1 g = 10,63 ccm m 10 Jodlösung. 
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LI 85 | 2,0 | Tier bleibt Seege 
2 ) 7,5 i 0,7 ' »> 9) 39 
3 | (Katze) 0,5 bs së ni 
2,5 i 
4 | (Katze) 0,3 (E ?? ¿> 
2,0 
5 | (Katzę) 0,1 Exitus nach 1% Stunden 
| 2,5 | 
6 (Katze) 0,2 sé = 4 Se 
2, 
7 7,8 -0,3 Tier bleibt gesund 
8 10,65 0,2 T eg e 
9 10,5 0,1 „ sn ,, 
10 11,0 0,05 ” sn 79 
11 | 8,5 0,02 Exitus nach 3 Stunden 
12 | 11,3 0,05 Tier bleibt gesund 
13 10,8 0,03 eg Es SS 
14 ' 83 0,02 „ ist sehr krank, lebt 
15 5,0 0,015 | Exitus nach 1 Stunde 
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Tabelle V. 
Buchenholzkohle (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermógen: 0,1 g = 9,39 cem n/10 Jodlósung. 

















Nummer | Hund lizierte Kohle in 
Ee e | SC f $ 6 mg SEvchainnitret Resultat 
l 9,9 0,3 ` Tier bleibt 1 gesund 
2 10,2 0,1 
3 7,2 0,1 | Krämpfe, lebt ` 
4 76 0,08 y Exitus nach 40 Min. 
5 14,2 0,07 | Tier sofort tot 
6 74 0,05 Krämpfe, Exitus nach 20 Min. 


Tabelle VI. 
Carbo animalis purissimus siccus (Merck). 
el dl REN. 0,1 g = 8,05 ccm n/10 DE 








Nummer |: Hund 




















| A te Kohl 
a e Resultat 
l > 80 | 0,15 | Krämpfe, lebt 
2 | 9,0 0,12 | Se Exitus nach 40 Min. 
3 10,3 | 0,1 K lebt 
4 6,6 | 0,08 | > Exitus nach 2 Stunden 
Tabelle VII. 


Knochenkohle (Kahlbaum). 
Adsorptionsvermögen: 0,1g = 7,69 ccm ai 10 A 


























Nummer Hund , lizierte Kohl 
ER Ges, DEE SE + A Resultat 
au | sı au Mier bléibt-gesund 
35 121 | 0,03 |! Tetanus, lebt 
36 | 11,5 0,03 | a = 
37 . 10,0 0,025 | ge = 
38 | 9,8 0,02 ' Krämpfe, lebt 
39 | 10,3 0,015 | We 5 
40 - 11,1 0,010 Nach 1 Stunde Exitus 
Tabelle VIII. 


Lindenkohle (Kahlbaum). 
ernennt 0,1g = 4,85 ccm A 10 Jodlösung. 








o — — _— -~ A ` re U i 

















Nummer Hund izierte Koble in 

Versuchs l DEN A Gd EE Resultat 
l 6,7 1,0  Krämgpie, lebt 
2 6,5 0,9 s Exitus nach 47 Min. 
3 8,6 0,2 se Si „, 2 St. 30 Min. 
4 1,4 0,1 u; vn 1 Stunde 


> 
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Tabelle IX. 
Carbo carnis purus pulv. (Merck). 
 Adsorptionsvermógen: 0,1g = 3,64 ccm n/10 Jodlösung. 








des Gewicht | Applizierte Kohle in g 





ee h + 10 mg Strychninnitrat Resultat 
1 7,9 1,5 Krämpfe, lebt 
2 10,8 1,4 er Exitus nach 45 Min. 
3 i 7,2 0,5 | TE ” 29 30 za 
4 10,3 0,2 ı ,. an D 50 


Tabelle X. 
Buchenholzkohle (Merck). 
Adsorptionsvermógen: 0,1g = 2,01 ccm n/10 Jodlösung. 











Don sik au . Applizierte Kohle in g | 

















Versuchs | ke + 10 mg Senat Resultat 
l 7,6 15 Krámpfe, lebt 
2 78 10 en Exitus nach 3 Stunden 
3 83 4 5 Si „ 40 Min. 
4 1 8,4 3 D 29 „ 40 „ 
5 | 68 2 x r „ 1 Stunde 
6 10,1 l , Exitus nach 4 Stunden 


Über den Einfluß der parenteralen Zufuhr einiger Aminosäuren 
auf den respiratorischen Gaswechsel des Hundes. 


Von 
F. W. Krzywanek. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule Berlin.) 


(Eingegangen am 29. September 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Verwertbarkeit der auf parenteralem Wege in den Organismus 
eingeführten Aminosäuren hat Buglia!) in einer ausführlichen Arbeit 
diskutiert und dabei auf die Schwierigkeiten aufmerksam gemacht, die 
der Lösung dieser Frage entgegenstehen. Buglia versuchte durch die 
Verfolgung des Stoffwechsels seiner Versuchstiere einen Einblick in 
das Schicksal der injizierten Aminosäuren zu erhalten, ein Weg, den 
vor ihm schon verschiedene Autoren beschritten hatten. Bei der sehr 
kritischen Auswertung seiner Versuchsergebnisse kommt Auglia zu 
dem Schluß, daß die direkt in die Blutbahn eingeführten Aminosäuren 
rasch verbrannt werden und nur ein kleiner Teil der Oxydation entgeht 
und durch die Nieren ausgeschieden wird. Letzteres begründet er 
damit, daß die Konzentration der Aminosäuren im Blute plötzlich 
einen sehr hohen Grad erreicht, so daß es dem Organismus an der 
genügenden Zeit fehlt, sie vollständig zu zerlegen und zu oxydieren. 

Wenn nun tatsächlich eine Verbrennung parenteral einverleibter 
Aminosäuren im Körper stattfände, so müßte dies eine Änderung des 
Gaswechsels zur Folge haben. Vor allem müßte das Verhalten des 
respiratorischen Quotienten und des Sauerstoffverbrauchs ein Maß 
dafür geben, ob und in welchem Grade eine Verbrennung stattfände, 
über welche Zeit sich dieselbe erstreckte und wann sie abgeklungen 
sei. Aus diesen Überlegungen sind auf Anregung von Herrn Prof. 
Scheunert die folgenden Versuche ausgeführt worden. 

Die Versuche wurden am tracheotomierten Hunde mit der be- 
kannten Zuntz-Geppertschen Apparatur vorgenommen. Die Infusion 
erfolgte ausnahmslos in die Vena jugularis, von deren Freilegung ich 


1) Zeitschr. f. Biol. 58, 162, 1912. 
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aus verschiedenen Gründen Abstand nahm. Es bietet nämlich keinerlei 
Schwierigkeiten, die gestaute Jugularis mit einer Rekordkanüle an- 
zustechen und, wenn durch Herausfließen von Blut die Gewähr gegeben 
ist, daß man wirklich in derselben ist, aus einer genügend großen Spritze 
die betreffende körperwarme Lösung zu infundieren. Diese kleine 
Operation ließen die Hunde ohne Aufregung und vollständig ruhig 
über sich ergehen, während sie bei der Freilegung der Jugularis und 
dem vorherigen Aufbinden große Angst zeigten und sich nur schwer 
beruhigten. Ich hätte also mit dem ersten Versuch längere Zeit warten 
müssen, weshalb ich, auch aus humanitären Gründen, das oben skizzierte 
Verfahren vorzog. Sofort nach der Infusion kam der Hund wieder an 
die Gasuhr, und sobald sein Atemvolumen einige Minuten konstant 
geblieben war, wurde mit dem ersten Versuch begonnen. Zur Infusion 
verwandte ich die jeweils zur Untersuchung kommende Substanz in 
den bei den einzelnen Protokollen angegebenen Mengen in 70 ccm 
Aqua dest. gelöst, was ungefähr 10%, der Blutmenge des Tieres ent- 
sprach. | | 
Vorversuche. 


Da nach Verzár*) schon die intravenöse Infusion einer 0,75 proz. 
Kochsalzlósung zu einer Erhöhung des O,-Verbrauchs führen kann, 
so schien es mir notwendig, vor Beginn der eigentlichen Versuche 
so weit als möglich zu untersuchen, ob und welche Einflüsse die be- 
gleitenden Umstände der Versuche auf den Gaswechsel hätten. Vor 
allem ist die Kohlensäureabgabe derart labil, daß schon ein gering- 
fügiger Anlaß sie zu ändern vermag und damit auch den Respirations- 
quotienten. Es ist daher von großem Vorteil, wenn man solche Ein- 
flüsse zwar nicht ausschalten, wohl aber rechnerisch erfassen kann. 

Um zunächst einen Überblick über die Ruhewerte des Tieres zu 
gewinnen, nahm ich an vier aufeinanderfolgenden Tagen morgens 
nüchtern die Versuche der Tabelle I vor. Sie zeigen die erwarteten 





























Tabelle I. 

men a, Pr Mi ute AS ' Ewe DS ` 
Datum | Ventilation By - | RQ pro Bemerkungen 

© 1pMinLe CO, ' © | © © | Minute n 
11. I 1,2261 ' 0,71 246,70 ¡| Ruhewerte 
12. 1 1,1439 ' 0,65 245,40 | morgens 
13. I 1,2170 0,72 | 247,14 nüchtern 
14. I. | 1,3350 | 071 | 268,36 | 





nur geringen Schwankungen der Gaswechselwerte; die Erhöhung im 
letzten Versuch scheint darauf zurückzuführen zu sein, daß das Tier, 
eine Hündin, an dem betreffenden Tage läufig war. 


1) Diese Zeitschr. 84, 41, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 33 
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Die Wirkung der intravenösen Zufuhr von 70 cem physiologischer 
Kochsalzlösung zeigen die Versuche in Tabelle II. Die Erhöhung des 


Tabelle II. 


Am 19. Januar um 10,09’ in 32”, am 21. um 9h55' in 23” 70 ccm 0,75 proz. 
Kochsalzlösung infundiert. 




















| i Ventilation | Pro Minute cem gcal. 

i Absol. Zei --— > R 
en | SE p. Min. Lt.| CO | © S Minute 

| ' | 

19. I. | 919’bin 837° | 1,0360 34,30 : 53,83 | 0,66 249,89 
0 20 ,, 10 40 1,2309 33,60 ' 57,49 0,58 260,45 
| d 05 ,, 11 24 1,3082 36,63 ' 56,20 0,85 259,42 
11 50 „ 12 07 ' 1,3617 į 37,17 | 55,83 | 0,67 | 259,07 
| 12 38 7, 12 58 1.2098 | 37.36 | 5507 0/68 | 256,22 
21.1. | 904 „ 925 | 1,1082 ¡ 36,02 | 55,27 ! 0,65 255,11 
¡10.05 „ 10 25 1,0896 | 31,17 | 57,83 — 0,54 259,25 
11 15 „ 1135 ' 1,2984 | 36,87 | 58,12 0,83 ` 266,84 
‚1215 „1233 1,2486 ; 36,71 | 59,18 062 ' 271,03 


Oy-Verbrauchs und die verringerte CO,-Abgabe ist in beiden Versuchen 
deutlich, sie stehen also in guter Übereinstimmung mit den Versuchen 
Verzárs. (l. c.). 

Von Interesse war nun noch die Frage, ob destilliertes Wasser 
allein schon eine Ánderung des Gaswechsels bewirkt. Zu diesem Zweck 
infundierte ich in drei Versuchen (Tabelle III) je 70 ccm Aqua dest. 


Tabelle III. 


Am 23. um 10b 8’ in 18”, am 25. um 106 17’ in 23” und am 27. um 10 19 
in 20” je 70 ccm que dest. infundiert. 











Pro Minute ccm , ` pal 

Datum Absol. Zeit Ventilation E nn! RO pro 
B B Kä Min. Lt. CO, | O 4 ‚ Minute 
23. I.. 9h 15' bis s arı 1,1655 36,48 , 53,32 | 0,68 | 248,10 
'10 15 „103 1,3209 | 40,42 55,52 | 0,73 261,40 
1115 „113 JE 1,5067 | 45,05 58,23 : 0,77 277,44 
25.1... 925 „ 943 | 1,225 | 38,08 52,25 0,73 ` 246,36 
10 25 ,, 10 43 | 1,381 . 38,53 57,63 0,67 267,34 
1125 ,, 11 42 | 1,408 42,38 | 59,71 , 0,71 280,04 
1225 ,, 1242 | 1,359 40,14 56,49 0,71 264,93 
27.1... 925 „ 945 | 1,148 36,38 52,52 . 0,69 245,01 
| | 10 28 ,, 10 39 | 1,164 38,43 54,06 0,71 | 253,68 
10 42 ,, 10 53 | 1,140 38,80 ¡ 51,26 0,76 243,38 
"1140 ,, 11 59 | 1.306 || 40,49 | 57.22 0,1 | 268,18 


Ich möchte erwähnen, daß das verwendete Wasser vor dem Versuch 
in Glaskolben zweimal rektifiziert worden war, um die Wirkung zu 
vermeiden, die das bei der technischen Darstellung in Kupferschlangen 
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gekühlte und in kupfernen Gefäßen aufbewahrte und deshalb oft Spuren 
von Kupfercarbonat enthaltende Wasser auf den Gaswechsel ausüben 
könnte!). Auch in diesen Versuchen ist eine Wirkung auf den Sauerstoff- 
verbrauch unverkennbar. Die Erhöhung hält sich im allgemeinen in 
den Grenzen der Versuche in Tabelle II, nur ist hier die CO,-Abgabe 
ebenfalls erhöht und deshalb ein Absinken des Respirationsquotienten 
nicht eingetreten; vielmehr ist auch dieser eine Kleinigkeit gestiegen. 
Nur im Versuch am 25. Januar ist die Erhöhung des Sauerstoff- 
verbrauchs so beträchtlich (10,3% gegenüber dem Ruhewert), daß es 
zu einem Absinken des Respirationsquotienten kommt, ohne daß ein 
äußerlicher Grund für diese starke Zunahme des O,-Verbrauchs vorlag. 

Für den lebhaften Hund war es sicher eine ziemliche Anstrengung, 
stundenlang, ohne sich zu rühren, an der Gasuhr still zu liegen. Es 
war daher noch zu prüfen, ob diese Anstrengung einen Einfluß auf 
den Gaswechsel habe. Diese Frage untersuchte ich durch drei Ruhe- 
versuche hintereinander am 30. Januar (Tabelle IV). Der Hund lag 











at 2 u A a, == A A a A E E eet E . 














| 

30. I. | 9b35' bis 9h53' |1,23131 37,65 | 53,95 | 0,70 | 

"10 30 ,, 10 48 |1,2622|38,94 56,41 | 0,69 1263,15, Suche nachein, 
11 30 ,, 11 51 [1,1384 36,66 | 53,97 | 0,69 |251,10 fusion. 

31. I. 925 „ 943 |1,2037|35,99 52,63 | 0,68 [244,86| 10h0% Vorberei. 
‚10. 19 ,, 10 37 |1,2390 36,43 56,23 | 0,65 (259,54 [ing Infusion. 
um, 11 36 [1,1794 35,03 | 53,57 | 0,65 [247,28 nüle,abernicht 
` | | ! in sert. 


die ganze Zeit über, auch zwischen den einzelnen Versuchen, ruhig 
unter seiner Decke. Ein Einfluß auf den Gaswechsel ist nicht erkennbar. 
Auch der Einfluß der Operation ohne Infusion, den ich am 31. Januar 
untersuchte (Tabelle IV), ist unbedeutend. Ich fand in diesem Falle 
eine kleine Erhöhung des Minutenvolumens und somit der Produktion, 
die sich aber in den Grenzen der Schwankungen der Ruhewerte hält. 

Es erschien aus verschiedenen Gründen wichtig, auch die Wir- 
kungen einiger Salzlösungen bei dieser Gelegenheit zu prüfen. Ich 
stellte deshalb mit einer 0,75proz. Natriumbicarbonat- und einer eben- 
solchen Natriummonophosphatlösung die Versuche der Tabelle V an. 
Auch hier war eine Wirkung vorhanden, sie trat aber im allgemeinen 
erst später ein. Während in den früheren Versuchen schon im ersten 


1) Rietschel, Über Fieber nach Kochsalzinfusionen bei Säuglingen. . 
Münch. med. Wochenschr. Nr. 12, 1914; vgl. hierzu Sitzungsber. d. Dresdener 
Ges. f. Natur- u. Heilkde. 1913/14, S. 122, Diskussionsbem. von Scheunert. 


ST 
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CO,-Produktion 24 cem, des O,-Verbrauchs 26 cem und des Respirations 
quotienten 0,04. Die EE war gegenüber der Ruhe um 
130 Kalorien, also 50,5%, gestiegen. Im nächsten Versuch, der 1 Stunde 
2 Minuten nach der Infusion begann, war bereits ein Absinken der Gas- 
wechselwerte eingetreten, das sich in den folgenden Versuchen fortsetzte. 
bis im letzten Versuch, 2 Stunden 25 Minuten nach der Infusion, die 
Nüchternwerte beinahe wieder erreicht worden waren. Erwähnenswert 
ist in der Versuchsreihe das gleichmäßige Ansteigen der CO,-Abgabe, 
des O,-Verbrauchs und des Respirationsquotienten. Da die CO,-Pro- 
duktion einen stärkeren Anstieg aufwies wie der O,-Verbrauch, resultierte 
eine wenn auch geringe Erhöhung des Respirationsquotienten bis auf 0,80. 
Der Abfall war ein ebenso gleichmäßiger wie der Anstieg; auch hier bilden 
die Werte eine fortlaufende, abwärts führende Reihe. 


Tabelle VII (Versuch 2). 
Hund ‚‚Lotte‘‘, Gewicht 8,03 kg. 
4. März 1922. Um 1067’ 10g Alanin in 70 cem Wasser in 25 Sekunden 











infundiert. 

NN o l i Ventilation | Pro Minute cem- o | gol Steige 
KN l SEH Sal Minute Lt. Kee Se Minute Kafe 
1 9h20’ bis 939 1,2929 ¡| 36 ‚012 | 49, 714 0,73 | 234,08 — 
2. | 10 15 „ 10 27 2,0897 ||48,900 . 65,869 | 0,74 311,54 | 33,1 
3. || 10 35 „ 10.46 | 2,4129 [52,601 64,907 | 0,81 312,44 | 33,5 
4. | 1102 , 11 12 ' 2,7238 |63,193 | 78,120 | 0,81 | 376,04 61.0 
5. | 11 28 ,, 11 39 2,4543 56 ‚900 | 70, 036| 0,81 ' 336,18 43,6 
6. | 12 00 ,, 12 12 : 2,0639 || 51,391 ' 64,539| 0,80 | 309,55 32,2 
7. | 12 35 , 12 47 2,1012 Sc 66,609 | 0,78 | 318,09 ` 35,9 
8. 130 „ 143 , 1,7745 146,846 59,269 | 0,79 | 283,83 | 21,3 
9 | 2 30 „ 246 ' 1,4977 135,794 | 48,149 | 0,74 | 227,79 ` — 


Versuch 2 (Tabelle VIT). Der Versuch wurde in derselben Weise durch- 
geführt wie der erste, nur wurde die Beobachtung bis auf ungefähr 4 1, Stunden 
nach der Infusion ausgedehnt. Auch in diesem Versuch erfolgte die In- 
fusion ohne Zwischenfall innerhalb 25 Sekunden, der erste Versuch konnte 
8 Minuten nach der Infusion beginnen. Genau wie in der ersten Versuchs- 
reihe setzte der Anstieg der Gaswechselwerte im ersten Versuch nach der 
Infusion ein, nur war er beträchtlich größer als in Versuch 1. Einer Stei- 
gerung der Ventilation um 0,8 Liter, also der im ersten Versuch erzielten 
Höchststeigerung, der CO,-Abgabe um 13 und des O, -Verbrauchs um 
16 ccm, entsprach eine Steigerung der Wärmeproduktion um 33,1%. 
Der nächste Versuch, 28 bis 39 Minuten nach der Infusion, brachte neben 
einer weiteren Steigerung des Minutenvolumens eine Erhöhung der CO, 
Abgabe um 4 ccm und durch ein geringes Absinken des O,-Verbrauchs ein 
Anwachsen des Respirationsquotienten auf 0,81 gegenüber einem Nüchtern- 
wert von 0,73, während die Kalorienproduktion keine Änderung zeigte. 
Der Höhepunkt der Oxydation wurde in derselben Zeit erreicht wie in der 
ersten Versuchsreihe; die erreichten höchsten Werte bleiben eine Kleinig- 
keit unter denen der ersten Reihe, die prozentuale Steigerung dagegen 
ist infolge der niedrigeren Ausgangswerte der zweiten Versuchsreihe größer. 
Das in Versuch 5 beginnende Absinken des Gaswechsels wurde in Versuch 7 
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durch ein erneutes leichtes Ansteigen vor allem des O,-Verbrauchs unter- 
brochen, das bei diesem Versuch zum erstenmal auftrat und sich bei den 
späteren Versuchen regelmäßig wiederholte. Nach diesem kleinen Anstieg 
setzte sich der Abfall weiter fort. so daß in dem letzten Versuch, ungefähr 
41, Stunden nach der Infusion, die gefundenen Werte etwas unter den 
Anfangswerten lagen, die Wirkung des Eingriffs also vollständig abge- 
klungen war. 

Wie schon oben erwähnt, war ich nach diesem Versuch gezwungen, 
das Versuchstier zu wechseln. Ich nahm einen unserer Hunde, der 
schon in vielen anderen Versuchen sich als ein vorzügliches Versuchstier 
erwiesen hatte. Neben einer hohen Intelligenz zeichnete er sich durch 
eine größere Ruhe, ich möchte nicht direkt sagen Phlegma, aus, das 
ihn besonders zu derartig langandauernden Versuchen geeignet er- 
scheinen ließ. Er hat die in ihn gesetzten Erwartungen in vollem Maße 
erfüllt. 

Ich möchte an dieser Stelle einfügen, daß die Kombination der 
Respirations- mit den Stoffwechselversuchen einen Nachteil hatte, 
insofern nämlich, als der Hund mittags sein Fressen erhielt, um am 
anderen Morgen früh vollständig nüchtern zu sein, was auch in be- 
friedigender Weise erzielt wurde. Um die im Interesse gleichmäßiger 
Ergebnisse der Stoffwechselversuche erforderliche Regelmäßigkeit des 
Fütterns nicht zu sehr zu stören, durften die Respirationsversuche 
nicht zu sehr ausgedehnt werden, aus welchem Grunde einige der Ver- 
suche nicht bis zum völligen Abklingen der Wirkung durchgeführt 
werden konnten. Ein früherer Beginn der Versuche verbot sich durch 
das morgens erfolgende Wechseln der Harngefäße, Wiegen des Tieres, 
Messen der Temperatur und anderes. 


Tabelle VIII (Versuch 3). 


Hund ‚‚Mohr‘“, Gewicht 7,7 kg. 
27. März 1922. Um 10» 32 in 18 Sekunden 6,5 g Alanin in 70 ccm Wasser 











infundiert. 

8 Ventilation Pro Minute ccm | Geet, ‚Steiger 
i e ro rung der 
ot ees Minute Lt. | CO, | O, RN ' Minute | cal. di 

1 9h 55’ bis 101413 | 1,2185 34,240 | 49,701 | 0,69 231,86 ¡ — 
2. © 10 37 , 10 52 | 1,6157 42,654 | 59,070, 0,72 277,77 | 19,8 
3. | 11 00 ,, 11 14 1,6882 47,540 | 59,256 | 0,80 ` 284,50 | 22,7 
4. ) 11 20 ,, 11 32 1,9674 53,120 | 63,900 ' 0,82 308,40 | 33,0 
5. 11 40 ,, 11 53 1,8143 50,982 | 61,140 0,83 295,82 | 27,6 
6. 12 10 ,, 12 23 2,0920 52,720 | 68,680 0,77 : 327,22 41,1 
7 12 35 ,, 12 45 2,2380 56,390 | 74,003 , 0,76 , 351,67 . 51,7 
8 145 , 156 | 20422 48,400 | 65,250| 0,74 308,44 33,0 


Versuch 3 (Tabelle VIII). Dieser erste Versuch an Hund „Mohr“ 
wurde wie die beiden ersten an „Lotte“ durchgeführt. Da Lotte" nach 
der zweiten Infusion das Futter verweigert hatte, erbrach und ziemlich 
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plötzlicher Abfall bis zum füniten Versuch, ungefähr 1 Stunde nach de 
Infusion. Dieser Abfall fällt zeitlich mit dem der ersten beiden Versucte 
annähernd zusammen. Im sechsten Versuch, ungefähr 1, Stunden nach 
der Infusion, setzte die in allen Versuchen beobachtete zweite Steigerung 
ein, die sich im nächsten Versuch weiter fortsetzte, ohne jedoch die erte 
Höhe zu erreichen. Der zweite Abfall, der in dem letzten 1 Stunde späte 
erfolgten Versuch sich bemerkbar machte, war ebenfalls bedeutend, de 
Werte lagen erheblich unter denen des zweiten Versuchs, wenn sie sud 
die Ruhewerte nicht erreichten. Wegen der fortgeschrittenen Zeit mußte 
aus den oben angegebenen (Gründen der Versuch hier abgebrochen werde. 
Der Respirationsquotient sank nach dem steilen Anstieg im Versuch 3 
langsam, unberührt von der zweiten Oxydationssteigerung, ähnlich de 
vorigen Versuchen, weiter ab. 


Tabelle XI (Versuch 6). 
Hund ‚‚Mohr“, Gewicht 7,27 kg. 
29. April 1922. Um 11 8’ in 23 Sekunden 5,4 g Glykokoll in 70 ccm Wase 
















infundiert. 
| Ventilation Pro Minute ccm | g-cal. Stage 
Nr. Absol. Zeit q. Pro -- =u RO | pro pi 
| Minute Lt. CO, O, | | Minute $ 


10h 25’ bis ir 1,1180 35,105 | 48,163 ` 





1. 0,73 227,08 | - 
2. 1112 , 11 28 | 1,6640 46,257 ., 57,906 0,80 278,03 24 
3. 1140 ,, 11 53 | 2,1367 68,106 | 79,570 0,86 387,55 70: 
A 1200 „1215 | 1,7713 . 53,316 | 63,236 : 0,84 306,73 35, 
5. 12 25 ,, 12 39 | 1,8007 51,859: 57,621 0,90 283,75 4,9 
6. 125 „ 137 | 1,8081 47,734 | 55,998: 0,85 272,31 199 
7 225 , 238 | 1,7887 . 43,109 ' 56,078 0,77 267,11 1% 
8. 


325 „ 337 | 1,9408 35,128 47,219 0,74 223,22 - 


Versuch 6 (Tabelle X), der zeitlich ebenso wie der nächste Versuch | 
vor Versuch 5 liegt, zeigt die Wirkung der intravenósen Gabe von 5,48 
Glykokoll auf den respiratorischen Gaswechsel. Beide Versuche wurden 
analog den Alaninversuchen durchgeführt, so daß auf einen Nüchtem- 
versuch die Infusion vorgenommen wurde und dann in Reihenversuchen 
der Umsatz bestimmt wurde. Versuch 6 zeigt das typische Bild einer 
plötzlich einsetzenden Oxydationssteigerung mit langsamem Abklingen 
derselben. 4 Minuten nach der Infusion konnte der erste Versuch beginnen, 
der neben einer Steigerung des Minutenvolumens um 0,5 Liter, der CO, 
Produktion um 11 cem und des O,-Verbrauchs um 10 ccm eine Erhöhung 
des Respirationsquotienten auf 0,80 und der Wärmeproduktion um 23,4% 
brachte. Diese Steigerung setzte sich im nächsten Versuch, 32 bis 45 Minuten 
nach der Infusion, weiter fort, um hier ihren Höhepunkt zu erreichen. 
Eine Steigerung von 70% der Wärmeproduktion ist nur in dem letzten 
Alaninversuch (Nr. 5) zu verzeichnen gewesen. Schon in dem 17 Minuten 
später begonnenen vierten Versuch setzte ein kräftiger Abfall aller Gas- 
wechselwerte und der Kalorienproduktion ein, der sich in den nächsten 
Versuchen langsam fortsetzte, so daß im letzten Versuch, etwa 44, Stunden 
nach der Infusion, die Nüchternwerte durchweg wieder erreicht wurden. 
In Versuch 5 blieb die CO,-Produktion im Verhältnis höher als der Oş 
Verbrauch, so daß ein erneutes Ansteigen des Respirationsquotienten bis 
auf 0,90, den erreichten Höchstwert, die Folge war. 


E 
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Beachtenswert ist die in diesem Versuch besonders deutlich zutage 
~ tretende Wirkung der Infusion auf das Atemzentrum. Schon in den 
früheren Versuchen fiel mir auf, daß trotz Absinken der Gaswechsel- 


_ werte gegen Ende der Versuchsreihe die Ventilation den niedrigen 


a 
o 


Ausgangswert nicht erreichte. So lag in Versuch 2 (Tabelle VII) CO,- 


"- Produktion und O,-Verbrauch in Periode 8 unter den entsprechenden 


an, 


Anfangswerten, während das Atemvolumen um 0,2 Liter höher lag. 


`=" In Versuch 3 und 4 (Tabelle VIII und IX) war das Endminutenvolumen 


eg 


DEI. 


opd in Versuch 4 (Tabelle IX) anfangs 2,92, am Ende 2,78 Y,. 


im Verhältnis zur Produktion ebenfalls, wenn auch weniger, erhöht. 


Die Folge hiervon ist natürlich ein Absinken des Prozentgehaltes der 
Kohlensäure in der Exspirationsluft; ihr Anteil betrug in Versuch 2 
(Tabelle VII) im Vorversuch 2,82%, im letzten Versuch nur 2,42%, 
in Versuch 3 (Tabelle VIII) zu Anfang 2,84 und zum Schluß 2,40 Y, 
In viel 
größerem Maße aber war dies in dem letzten Versuche der Fall. Während 
bei einer Anfangsventilationsgröße von 1,1180 Liter der Prozentgehalt 


- der Kohlensäure 3,17 betrug, so war derselbe in der letzten Periode 
- bei einer Ventilation von 1,9408 Litern bis auf 1,84%, abgesunken. 


In dem zweiten Glykokollversuch stellte sich das Verhältnis von Anfangs- 
und Endprozentgehalt bei einer um 0.4 Liter vermehrten Ventilation 


auf 2,74 und 2,36%. 


Tabelle XII (Versuch 7). 





























Hund ‚Mohr‘, Gewicht 7,17 kg. 
9. Mai 1922. Um 11:43" in 17 Sekunden 5,4 g Glykokoll in 70 ccm Wasser 
infundiert. 

l | Ventilation ; Pr» Minute ccm l p Steige» 
Nr. | Absol. Zeit ` pro | e EE EN der 

e S Minute Lt. j Co Oe Së Minute 
1. a 11h 10’ bis 11229 | 1,3178 w 35,713 | 51,605 gë 240,74 o es 
2. 1155 „ 12 07 | 2,2575 ı 50,342 | 58,424 . 0,86 | 284,83 | 18,3 
3. | 12 12 „ 12 21 | 2,9752 | 86,578 | 102,50 | 0,85 ' 498,43 |107,0 
4. 1240 „ 12 51 | 2,5085 | 70,992 | 85,365 0,83 | 413,02 | 71,6 
5. | 108 „ 119 | 2,2941 55,286 68,430 | 0,81 | 329,40 | 36,8 
6. 204 „ 216 | 2,2087 55,143 | 68,049 | 0,76 | 323,37 ' 34,3 
7. 303 „ 317 | 1,7323 | 42,738 | 56,854 ' 0,75 | 269,46 | 11,9 
8. ann. 405 | 1,7459 | 40,679 56,863 | 0,72 ' 266,77 | 10,8 





Versuch 7 (Tabelle XII) lieferte ein dem vorigen sehr ähnliches Bild. 
Der 12 Minuten nach der Infusion beginnende Versuch zeigte ein besonders 
starkes Steigen der CO,-Abgabe und damit eine Erhöhung des Respirations- 
quotienten von 0,69 bis auf 0,86, der in dieser Versuchsreihe damit seinen 
höchsten Stand erreicht hatte. Dagegen zeigte Versuch 3, der 19 Minuten 
nach der Infusion begann, ein Steigen der Oxydation, wie es in den bis- 
herigen Versuchen noch nicht beobachtet worden war. Neben einer Stei- 
gerung des Minutenvolumens um 1,66 Liter, der CO,-Produktion um 5l cem, 
also um 142%, einer Verdoppelung des O,-Verbrauchs fand sich eine 
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Steigerung der Wärmeabgabe um 107%. Der Rückgang, der im nächsten 
Versuch einsetzte, war der Größe der Steigerung entsprechend nicht un- 
erheblich, blieb aber gegenüber Versuch 6 (Tabelle XI) beträchtlich zurück. 
Er setzte sich dann in den nächsten Perioden weiter fort, um mit dem 
vorletzten Versuch sowohl der Zeit als auch der Werte nach den Stand des 
vorigen Versuchs zu erreichen. Der nächste, 45 Minuten später vor- 
genommene letzte Versuch zeigte außer einem weiteren Absinken der CO, 
Abgabe und damit des Respirationsquotienten eine leichte Steigerung der 
Ventilation und Gleichbleiben des O,-Verbrauchs und der Kalorienproduk- 
tion. Leider konnte aus den schon oben zitierten Gründen der Versuch 
nicht weiter fortgesetzt werden. Der prozentuale Anteil der CO,-Aus- 
scheidung war auch in diesem Versuch, wie schon erwähnt, gegenüber dem 
Anfangswert abgesunken, wenn auch nicht in demselben Maße wie in 
Versuch 6 (Tabelle XI). 


Stoflwechselversuche. 


Wie schon eingangs erwáhnt, untersuchte ich neben der Wirkung 
der Aminosäuren auf den Gaswechsel auch ihren Einfluß auf den Stoff- 
wechsel. Solche Untersuchungen sind sowohl nach oraler wie auch 
parenteraler Eingabe verschiedener Aminosäuren zur Klärung ver- 
schiedener Fragestellungen an einzelnen Tierarten ausgeführt worden. 
So fand Stolte!), daB beim Kaninchen injiziertes Alanin eine Zunahme 
des Harnstoffs im Harn veranlaßt, daß es aber auch zum Teil unver- 
ändert ausgeschieden wird, während Glykokoll vollständig in Harnstoff 
umgewandelt wird. Das Schicksal des parenteral einverleibten Glyko- 
kolls im Organismus des Hundes haben Salaskin und Kowalewski?) 
studiert; sie fanden eine Zunahme des Ammoniaks im Blute und nur 
einen kleinen Teil des Glykokolls im Harn wieder. Das Verhalten 
intravenös gegebenen Alanins im Hundekörper haben Abderhalden, 
Gigon und London?) beim normalen und mit einer Eckschen Fistel 
versehenen Hunde untersucht. Entgegen ihrer Annahme sahen sie 
im Blute des normalen Tieres nach der Infusion größere Mengen von 
Alanin enthalten wie in dem Blute der Fisteltiere, während das Ver- 
hältnis des im Harn ausgeschiedenen Alanins bei den beiden Tieren 
umgekehrt war. Vögel als Versuchstiere benutzten Szalagyi und 
Kriwuscha*), die an Hühnern und Enten die Frage untersuchten, ob 
und in welcher Menge bei gewöhnlicher Fütterung Fäzes und Harn 
dieser Tiere Aminosäuren enthielten und wie sich einige zugeführte 
Aminosäuren im Stoffwechsel dieser Tiere verhielten bzw. in welchem 
Verhältnis sie im Kot und Harn ausgeschieden würden. In einer 
größeren, sorgfältig durchgeführten Versuchsreihe hat Buglia (l. c.) 
an Hunden die Wirkung von intravenösen Gaben tief abgebauten 


1) Beitr. Chem. Physiol. u. Pathol. 5, 15, 1904. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 410, 1904. 

3) Ebendaselbst 58, 113, 1907. 

1) Diese Zeitschr. 66, 139, 1914. 
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Fleisches auf den Eiweißstoffwechsel untersucht, von der Fragestellung 
ausgehend, ob es möglich sei, durch eine intravenöse Gabe von Amino- 
säuren den Stickstoffbedarf des Tieres zu decken, nachdem vorher 
Löwi!) und Abderhalden und Rona?) diese Frage für die orale Ver- 
abreichung glaubten bejahen zu können. Buglia benutzte, den Er- 
gebnissen Wohlgemuths?) folgend, der auf synthetischem Wege er- 
haltenen Aminosäuren diese Fähigkeiten abspricht, ein Aminosäuren- 
gemisch, das er durch künstliche Verdauung von Fleisch erhielt. Da 
ich auf die Respirationsversuche größeren Wert legte als auf die Stoff- 
wechselversuche — letztere waren nur als eine Art Kontrolle gedacht — 
und mir reine Aminosäuren zu den Versuchen zur Verfügung standen, 
arbeitete ich mit den letzteren. Ich bin mir auch bewußt, daß Versuche 
in der Art, wie ich sie anstellte, wohl einen Überblick darüber geben, 
wie sich der Körper derartigen Eingriffen gegenüber verhält, für tief- 
gehende Forschungen aber ungeeignet sind. Die weitgehenden Ver- 
mehrungen und Verbesserungen, die die physiologischen Arbeits- 
methoden gerade in neuester Zeit erfahren haben, ermöglichen ohne 
wesentliche Schwierigkeiten manche Bestimmungen, die für die Lösung 
dieser Frage von größerer Bedeutung sein würden. Ich denke dabei 
neben der Bestimmung von Gesamtstickstoff und Ammoniak an die 
des Aminostickstoffs im 24-Stunden-Harn oder in kürzeren Zeit- 
intervallen, die Bestimmung derselben Werte im Blute: dazu kämen 
in letzterem Reststickstoff, Harnstoff, Kreatin, Kreatinin und Zucker; 
auf die Bestimmung des Kohlensäurebindungsvermögens des Blutes 
wäre gerade in Hinsicht auf die gefundenen respiratorischen Änderungen 
Bedacht zu nehmen. Aus äußeren Gründen mußten aber seinerzeit 
diese Untersuchungen unterbleiben und ich begnügte mich mit der 
Bestimmung des Stickstoffs und Ammoniaks im Kot und Harn. 
Nach einer Vorfütterung von mehreren Tagen, an denen der Harn 
und Kot nicht aufgefangen wurde, begann ich am 23. Januar mit 
dem Stoffwechselversuch. Der Hund erhielt pro Tag 150g Fleisch, 
100 g Reis und 10g Fett, eine Nahrung, die etwa 650 Kalorien enthielt 
und bei der ruhigen Haltung im Käfig für den Energiebedarf des Tieres 
ausreichen mußte. Da der Hund während der ersten und zweiten Periode, 
also in einem Zeitraum von 24 Tagen, sein Anfangsgewicht konstant 
erhielt, ist dies auch tatsächlich der Fall gewesen. Wie schon erwähnt, 
erhielt der Hund die Nahrung immer mittags, an den Tagen, an denen 
ich die Respirationsversuche vornahm, sofort nach Beendigung der- 
selben. Der Harn wurde um 9 Uhr morgens aus dem Harngefäß ent- 
nommen und der Hund während der Zeit, in der der Käfig ausgespült 
1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 507, 1907. 


2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 88, 2064, 1905. 
3) Arch. f. Pathol. u. Pharm. 48, 303, 1902. 
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wurde, natürlich unter den nötigen Kautelen, herumgeführt. Er war 
so dressiert, daß er bei diesem täglichen Spaziergang den Kot in eine 
untergehaltene Porzellanschale absetzte, wodurch eine quantitative 
Gewinnung desselben gewährleistet wurde. Der Kot wurde dann feucht 
gewogen, getrocknet und am Schluß einer Periode unter vermindertem 
Druck mit vorgelegter Säure gemeinsam analysiert. Die Abgrenzung 
der einzelnen Perioden geschah durch Carmin, von dem der Hund 
Y, g in einer Gelatinekapsel erhielt. Die so erzielte Abgrenzung war 
in den meisten Fällen eine sehr gute, so daß die Trennung in die ein- 
zelnen Perioden keine Schwierigkeiten machte. Der im Laufe des 
Tages gelassene Harn wurde am Morgen gemessen, auf 1000 bzw. mehr 
oder weniger aufgefüllt und sofort verarbeitet. Die Stickstoffbestimmung 
wurde nach der Kjeldahlmethode vorgenommen, die des Ammoniaks 
nach Krüger- Reich-Schittenhelm!). 

Das frisch vom Schlachthof geholte Rindfleisch wurde in der für 
die voraussichtliche Zeit benötigten Menge zerkleinert, in einzelnen 
Portionen abgewogen und in Weckgläsern im Autoklaven sterilisiert, 
nachdem eine Mittelprobe zur Analyse entnommen worden war. Der 
Reis, welcher ebenfalls analysiert wurde, war in ausreichender Menge 
vorhanden und wurde täglich abgewogen. Fleisch, Reis und Fett 
wurden jeden Vormittag mit derselben Menge Wasser gekocht und 
nach dem Erkalten verfüttert. 

Die Analyse des Futters ergab: 


150g Fleisch. . . . . . 4,7601 g N 

100 g Reis . . .. . . . 0,438 g N 
10 g Fett. . ..... = 

Gesamtstickstoff. . . . . 5,1981 g 


Tabelle XIII. Übersicht über den Eiweißumsatz bei Hund ,,Mohr*. 
Erste Vorperiode. 








Harn 























T Im Harn g i 
Datum | Ta Gewicht: Teme menge _ | Im Kot g 
| ge ka petatur em NHs | Ns | P 
1 ) | 
22. TII. | 1. | 7,60 | 38,4 | 740 (0,2584| 4,8001, | 
23. INT. | 2. | 7,55 | 38,5 | 650 0,2720] 4,848 | ¡ 
24. III. 1 3. | 7,52 | 38,8 | 640 !0,2788| 4,944|| 1,825 
25. II. 4. | 7.51 : 38.8 | 750 0.3060 4,992 | 
26. ITI. | 5. | 7,57 1 38,9 | 700 (0,2924 4,080 

















23,664 : 5 = 4,733 
+ 0,365 


Ausgabe . 5,098 g N, pro Tag 
Einnahme. 5,198 


Bilanz . + 0,100 g N, pro Tag 


1) Bei der Bestimmung des Stickstoffs und Ammoniaks wurde ich in 
dankenswerter Weise von Frau Helene Poschmann unterstützt. 
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Die 5 Tage umfassende Vorperiode ergab eine N-Retention von 0,1 g 
pro Tag. Am letzten Tage war die N-Ausscheidung im Harn auffallend 
niedrig trotz normaler Harnmenge. Diese Zurückhaltung wurde auch am 
nächsten Tage, an dem allerdings die erste Infusion stattfand, nicht aus- 
geglichen. Die N-Ausscheidung im Kot mit 0,365 g pro Tag ist der Größe 
des Tieres entsprechend. 


Tabelle XIV. 
Erste Periode. 
Am 27. März 6,5 g Alanin = 1,023 g N, intravenös erhalten. 











| Harn» || Im Ham g 




















- 
Gewicht! Tem» e Im Kot g 
u An RENNER DE E APA dz e A N į s 
< Des PUT AAA == 7 E A | E R E — 
27. III. o | 7,70 Ä 38,9 340 [0,1632 3,717) „ 7] ` 
28. III. 7., 7,80 | 38,8 950 10,3400 7,080] >. 
29. III. | 8. | 7,62 | 38,5 | 800 (0,4080! 4,70 27 HI 
30. III. , 9. 7,73 38,3 | 900 [0,2992 7,3021[%% -- 
31. II. 10. , 7,50 ' 38,4 700 [0,3604 5,016] 0 Ty 
1. IV. ¡11. | 7,55 38,2 790 10,3876! 6,360 1° =" 
34,197 
- — 1,023 
33,174: 6 = 5,529 


Er a 0,471 


Ausgabe . 6,000 g N, pro Tag 
Einnahme. 5,198 


Bilanz . — 0,802 g N, pro Tag 





Am 27. März wurde die erste Infusion von 6,5g Alanin = 1,023 g N 
vorgenommen. Da der Hund in der Zeit zwischen dem fünften und sechsten 
Respirationsversuch Harndrang zeigte, wurde er in den Käfig gesetzt, 
in welchem er um 1%" 50’ 190 ccm Harn absetzte. Dieser Harn, der keinerlei 
abnormes Aussehen zeigte, wurde sofort analysiert. Er enthielt 1,725 g N 
und 0,0952 g ND. Die bis zum anderen Morgen abgesetzte Harnmenge 
von 150 ccm enthielt 1,992 g N und 0,068 g NH,. Es ergab sich also, daß 
der erste nach der Infusion gelassene Harn eine geringere Menge N, wohl 
aber eine größere Menge NH, enthielt, während umgekehrt der übrige 
Tagesharn stickstoffreicher und ammoniakärmer war. Im übrigen war 
statt der erwarteten Diurese in diesem Falle cine Harnverhaltung einge- 
treten und damit eine N-Retention im Körper, die erst in der Folgezeit 
korrigiert wurde. Es betrug nämlich in den folgenden 3 Tagen die Harn- 
menge etwa 200 cem mehr wie im Durchschnitt der Vorperiode. Vergleicht 
man die durchschnittliche Harnmenge der Vorperiode von 696 cem mit 
der der ersten Periode von 747 ccm, so ist eine Vermehrung der Harn- 
ausscheidung durch die Infusion deutlich wahrnehmbar. Die N-Aus- 
scheidung, die einen sehr wechselnden Verlauf zeigte, indem Retentionen 
mit stark negativen Bilanzen abwechselten, zeigte im Durchschnitt eine 
negative Bilanz von 0,802g N pro Tag. Die Ammoniakausscheidung 
zeigte ein allmähliches Höherwerden der Werte der Vorperiode in den 
3 Tagen der Infusion, hielt sich aber auch in den folgenden Tagen noch 
über dem Durchschnitt der ersteren. 
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Die Abgrenzung einer Zwischenperiode mit dem 2. April ist eine will- 
kiirliche. Es zeigte sich am Ende des Versuchs, daß von diesem Tage an 
die N-Ausscheidung konstanter wurde, weshalb ich die Trennung vornahm, 
da ich der Meinung war, daß die Wirkung der Infusion abgeklungen sei 
und ich die weiteren Tage als Vorperiode für die nächste Infusion benutzen 
wollte. Aus diesem Grunde ist auch am 1. April eine Abgrenzung des 
Kotes leider unterblieben, weshalb in dem Stab der Kot-N für die erste 
Periode und erste Zwischenperiode nicht getrennt angegeben ist. Auch 
der Kot-N zeigte sich in dieser Periode erhöht wie der Harn-N und zeigte 
mit 0,471 g pro Tag einen ziemlich hohen Wert. 


Tabelle XV. 
Erste Zwischenperiode. 





‘Gewicht Tem» 








Im Kot g 
pn me HE E ww "E 

2. IV. ı 12. 7,50 38,5 | 690 ¡0,3604 4,800 

3. IV. 11 13. | 7,45 | 38,7 | 650 0,2924 5,160 l 
4. IV. |14. | 7,51 ' 38,7 920 0,2956 5,040 | 7,071 
5. IV. E 7,55 284 680 0,2276 4,464 | vom 
6. IV. ' 16. | 7,60 | 38,5 780 0,2584 5,616:\27. III. 
7. IV. | 17. 7,50 38,7  820:0,2380 5,040 | bis 

8. IV. 118.1 7,45 38,5  750:0,2752 5,016 | 10. IV. 
9. IV. l 19.: 7,55 38,6 710 0,3060 4,440 
10. IV. | 20.) 7,58 38,5 920 0,2856. 5,424 





45,000: 9 = 5,000 
E 0,471 


Ausgabe . 5,471gN, pro Tag 
Einnahme. 5,198 


Bilanz . — 0,273 g N, pro Tag 


Die nun einsetzende Zwischenperiode umfaßte die Zeit vom 2. bis 
10. April, also 9 Tage. Auch in dieser Zeit konnte der Hund sein Gewicht 
konstant erhalten. Die geringen Schwankungen der Morgentemperatur 
und sein ungeminderter Appetit zeigten, daß die Infusion keinen nach- 
teiligen Einfluß ausgeübt hatte. Die durchschnittliche Tagesharnmenge 
von 767 ccm erwies sich um 20 ccm gegen die erste Periode erhöht. Die 
N H;-Ausscheidung zeigte noch am ersten Tage den höheren Wert der 
ersten Periode, sank aber dann auf die Höhe der Werte in der ersten Vor- 
periode ab. Die N-Ausscheidung, die wieder konstanter wurde —., die 
48stündige Ausscheidung war sehr konstant —, ging im Durchschnitt 
zurück, so daß die Bilanz nur noch — 0,273 g N pro Tag betrug. Hätte 
eine Abgrenzung des Kotes vorgenommen werden können, wäre sie wahr- 
scheinlich noch günstiger ausgefallen, da anzunehmen ist, daß die N-Aus- 
scheidung im Kot analog der im Harn in der Zwischenperiode ebenfalls 
abgesunken war. 

Die starken Schwankungen der Stickstoffausscheidung nach der intra- 
venösen Alaningabe am 27. März bewogen mich, zur Kontrolle einen Ver- 
such anzustellen, bei dem dieselbe Menge Alanin mit der Schlundsonde 
per os eingegeben wurde. Die Bilanz dieses Versuchs ist in der Tabelle XVI 
wiedergegeben. Die N-Ausscheidung am Tage der Eingabe war stark 
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Tabelle XVI. 
Zweite Periode. 
Am 11. April 6,5 g Alanin = 1,023 g N, per os erhalten. 


’ 


| 

















$. aa | Harn Im Hang | u 
'Gewicht Tem Im Kot 
Datum Tag || peratur menge Ltd N, 8 | 
wien NH | MN; E y 





11. IV. |21. || 7,58 | 38,6 | 930 llo,3704| 7,0321 
12. IV. || 22. | 7,50 | 38,4 | 640 [0,3264 4,488! aa | 
13. IV. || 23. || 7,61 | 38,4 | 840 [0,3060| 5,520[ “> | 
14. IV. || 24. || 7,60 | 38,7 | 1260 |0,3048| 5,016, | 
22,055 
— 1,023 
21,032:4 = 5,258 
+ 0,184 


Ausgabe ; 5,4428 N pro Tag 
Einnahme. 5,198 ` 


Bilanz . — 0,244 g Ny pro Tag 


vermehrt, die Bilanz nach Abzug der mit dem Alanin gegebenen 1,023 g N 
= —0,935 g. Diese negative Bilanz wurde aber durch eine am náchsten 
Tage sich bemerkbar machende Retention wieder aufgehoben, so daß aus 
der 4 Tage dauernden zweiten Periode sich eine Durchschnittsbilanz von 
— 0,244 g N ergab, diese also noch um 0,029 g günstiger lag wie in der 
Zwischenperiode. Die durchschnittliche Harnmenge von 902 ccm lag 
durch eine am letzten Tage aufgetretene starke Diurese erheblich über . 
dem bisherigen Durchschnitt. Eine Erklärung für letztere ließ sich nicht 
finden, das Tier hatte nicht mehr Flüssigkeit erhalten als an den anderen 
Tagen. Die NH,-Ausscheidung war nur am ersten Tage nach der Eingabe 
erhöht, um dann wieder die normalen Werte zu zeigen. Im Verhältnis 
sehr niedrig war die N-Ausscheidung im Kot. 


Da der zubereitete Fleischvorrat nahezu erschöpft war und da 
dem Tiere nach der Anstrengung eines 24tägigen Aufenthalts im Stoff- 
wechselkäfig eine Erhohlung zu gönnen war, wurde der Versuch mit 
dem 14. April abgebrochen. In der Zwischenzeit wurde frisches Fleisch 
besorgt, das in derselben Weise, wieoben beschrieben, zubereitet wurde. 
Die Zusammensetzung desselben war eine andere, so daß der Hund 
von nun ab erhielt: 


150g Fleisch. . . . . . 4707g N 
100 g Reis . . . . . . . 0,438g N 
108 Fett... .... — 

Insgesamt . . . ....5,145g N 


Nach einer Pause von 10 Tagen wurde nach einer einige Tage 
dauernden Vorfútterung der Versuch mit einer 4 Tage dauernden 
zweiten Vorperiode wieder aufgenommen. 


Das Gewicht des Tieres war in der Zwischenzeit etwas gesunken, 
so daß es mit einem Anfangsgewicht von 7,23 kg in die Periode ging, dem 
Biocbemische Zeitschrift Band 134. 34 
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Tabelle XVII. 
Zweite Vorperiode. 


























| Harn» | l Im Ham g | | 
D T ewicht| Tem» | menge Im Kot g | 
atum i ag | ke pera em | Nh | Ns N} 
25. IV. || ı. || 7,23 | 38,5 | 840 0,3060. 5,04 | 
26. IV. || 2. || 7,25 | 38,6 | 920 [0,2176; 4,968 em . 
27. IV. || 3. || 7,24 | 38,5 | 800 |0,3196' 5,1329 [ % 
28. IV. || 4. || 7,21 | 38,4 | 560 |0,2448 4,848, 


19,988 : 4 = 4,997 

_ +0,643 
Ausgabe . 5,640 g N, pro Tag 
Einnahme. 5,145 


Bilanz . — 0,495 g N, pro Tag 


ein Endgewicht von 7,10 kg nach 30 Tagen gegenüberstand. Dieser Ge- 
wichtsverlust, der in den letzten Tagen sehr konstant auftrat, ist jedenfalls 
in Anbetracht der Länge des Versuchs sehr minimal zu nennen. Die durch- 
schnittliche Harnmenge der zweiten Vorperiode betrug 780 cem, war also 
gegenüber der ersten Vorperiode nicht unwesentlich erhöht. Die NH,-Aus- 
scheidung hielt sich in den Grenzen der ersten Vorperiode, während die 
N-Ausscheidung, besonders die im Kot, beträchtlich über der ersteren lag, 
so daß die tägliche Mehrausscheidung von N 0,495 g betrug; der Hund 
war also nicht im Gleichgewicht, sondern hatte eine negative N-Bilantz. 


Tabelle XVIII. 


Dritte Periode. 
Am 29. April 5,4 g Glykokoll = 1,018 g N, intravenös erhalten. 


| Gewicht Tem» Hamr 
Tag | = Ve, fie 





Datum 


| 






29. IV. 5. | 7,27 | 38,7 

30. IV. | 6. || 7,45 | 38,6 

1. V. 7. 7,27 | 38,7 

2. V. 8. | 7,30 | 38,6 

3. V. || 9. | 7,23 | 38,7 

4. V. | 10. | 7,23 | 38,6 

5. V. 111. 7,25 | 38,7 

6. V. | 12. | 7,21 | 38,8 10, 

7. V. "13. | 7,23 | 38,6 | 820 (0,4080 

8. V. 114.1 7,25 | 38,9 880 0,4216 

— 1,018 
49,429: 10 = 4,943 


+ 0,519 


Ausgabe . . 5,462 g N, pro Tag 
Einnahme . 5,145 


Bilanz. . — 0,317 g N, pro Tag 
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Am 29. April wurden dem Tiere 5,4g Glykokoll = 1,018 g N intravenös 
verabreicht. Infolge der Infusion trat am zweiten Tage eine beträchtliche 
Erhöhung der N H,-Ausscheidung ein, die bis zur nächsten Infusion auf 
dieser Höhe blieb. Ebenso war der Einfluß auf die Harnmenge deutlich: 
diese stieg von 780 ccm der Vorperiode auf durchschnittlich 831 ccm, 
also um 50 ccm. Die N-Ausscheidung zeigte ein ähnliches Bild wie nach 
der Alaningabe per os: In den beiden ersten Tagen trat eine Mehrausfuhr 
von N ein, worauf vom dritten Tage ab das Gleichgewicht, abgesehen von 
Schwankungen am 10. und 11. Tage, die aber wieder ausgeglichen wurden, 
wieder annähernd bewahrt blieb. Die N-Ausscheidung mit dem Kot war 
gegenüber der Vorperiode etwas zurückgegangen, so daß sich nach Abzug 
des mit dem Glykokoll zugeführten Stickstoffs eine negative Bilanz von 
0,317 ergab. Dieselbe war also günstiger als in der Vorperiode. 


Tabelle XIX. 


- Vierte Periode. 
Am 9. Mai 5,4 g Glykokoll = 1,018g N, intravenös erhalten. 

















| Harns Im Harn | 
Datum | Tag er. dee menge g | Im Kot g | 
| kg ccm | NH; | Na | 2 
9. V. !15.|| 7,17 : 38,9 | 750 0,5440] 5,856 
10. V. |16. | 7,35 | 38,4 | 1160 |0,4420| 5,928] | 
11. V. i| 17. | 7,15 : 38,6 | 1120 10,4420) 5,328] y 
12. V. :18 | 7,12 38,5 | 470 |0,4080! 4,608| | 
13. V. |19. | 7,10 | 38,5 | 640 0,3876, 4,104 | , go, | 
14. V. | 20. | 7,05 | 38,5 | 940 0,3944 Agut $89 | 
15. V. '21.| 7,08 | 38,3 | 840 |0,4148| 5,11 | 
16. V. ¡22. | 7,10 | 38,5 | 930 [0,4080 5,064. | 
17. V. || 23. | 7,10 | 38,4 | 880 |0,3876| 5,01 | 
18. V. 124. | 7,10 | 38,6 | 840 |0,3604| 5,040) | 
50,736 
— 1,018 
49,718: 10 = 4,972 


+ 0,488 


Ausgabe . . 5,460 g N, pro Tag 
Einnahme . 5,145 


Bilanz. . — 0,315 g N, pro Tag 


Ein ganz ähnliches Ergebnis hatte der zweite Glykokollversuch, der 
am 9. Mai begann. Die tägliche Harnmenge war im Durchschnitt weiter 
gesteigert, bis auf 860 ccm, hauptsächlich hervorgerufen durch die sehr großen 
Harnmengen am zweiten und dritten Tage der Infusion. Die Ammoniak- 
ausscheidung war in diesem Falle auf denselben hohen Wert gestiegen, wie 
im vorigen Versuch am dritten Tage, und sank dann, von einigen kleinen 
Steigerungen unterbrochen, langsam wieder ab. Auch in diesem Versuch 
war die Bilanz der ersten Tage nach der Infusion sehr stark negativ, am 
vierten, fünften und sechsten Tage setzte dann eine Retention ein, die den 
Verlust wieder aufholte, so daß die Bilanz der Periode — 0,315 betrug 
gegenüber — 0,317 in der vorigen Periode. Die Übereinstimmung beider 
Perioden war also eine vollkommene. 


34* 
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Im Anschluß an diese Glykokollversuche lag mir daran, den Alanin- 
versuch, der ohne Kontrolle geblieben war, zu wiederholen, vor allem, 
da sich das Verhalten der Stickstoffausscheidung bei den Glykokoll- 
versuchen nicht gezeigt hatte. Leider ging am 21. der Fleischvorrat 
zu Ende, weshalb ich gezwungen war, in der Periode die Nahrung 
zu wechseln. Zum Überfluß wich die Zusammensetzung des neuen 
Fleisches noch erheblich von der bisherigen ab. Der Hund stellte sich 
aber, wie die Ergebnisse der letzten 3 Tage zeigen, überraschend gut 
und sofort auf den erhöhten Stickstoff ein. Die 150g Fleisch ent- 
hielten 5,084 g N, so daß er insgesamt 5,522 g N erhielt. Die Harn- 
stickstoffzahlen vom 22., 23. und 24. geben mit 5,568, 5,5520 und 
5,544 gegenüber der vom 21. mit 5,232 bei einer Einnahme von 5,145 
einen Beweis für das prompte Einstellungsvermögen des Tieres, so daß 
ich glaube, auch diesen Versuch unbedenklich verwerten zu können. 


Tabelle XX. 
Fünfte Periode. 
Am 19. Mai 6,5 g Alanin = 1,023 g N, intravenös erhalten. 











m .o- Ge A iergent SS 





Im Ham g 


























We = 
Dat | T Gewicht; Tem» | menge 
i See j Séi kg we ccm NH; | Na i 
| a won EE 
19. V. 25. | 7,20 | 38,5 | 1040 ‚0,5508 7,10 
20. V. | 26.4 723| — | 780 0,5236. 6,960 
21. V. ¡27.1 7,22 | — | 880 [0,4352 5,232 
22. V. | 28. i| 7,12 | — | 740 |0,4148, 5,568 
23. V. EM 7,13 | — | 880 |0,4080| 5,52 
24. V. | 30.. 7,10 — | 860 ‚0,3876| 5,544) 
35,928 
— 1,023. 
34,905 : 6 = 5,818 


+ 0,385 


Ausgabe . 6,203 g N, pro Tag 
Einnahme. 5,333 


Bilanz . — 0,870 g N, pro Tag 


Bei diesem Versuch zeigte sich das erstemal am Tage der Infusion 
eine stark diuretische Wirkung der letzteren. Im übrigen hielt sich die 
durchschntitliche Tagesharnmenge mit 863 ccm auf dem Durchschnitt der 
vorhergehenden Periode. Die NH,-Ausscheidung zeigte nach einem er- 
heblichen Anstieg am Tage der Infusion auf den in der ganzen Versuchs- 
reihe erzielten Höchstwert, um dann langsam und regelmäßig wieder ab- 
zusinken. Die N-Ausscheidung im Harn zeigte diesmal ein von der anderen 
Alanininfusion abweichendes Bild. Eine Schwankung der Stickstoffwerte 
wie in letzterem Falle war nicht zu bemerken. Dagegen war in den beiden 
ersten Tagen die Bilanz sehr stark negativ, so daß sich eine durchschnitt- 
liche Bilanz von — 0,870 g N ergab gegenüber — 0,802 in der ersten Periode. 
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Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Was zunächst die Stoffwechselversuche angeht, so geht aus dem 
Verlauf der N-Ausscheidung bei den Alaninversuchen unzweifelhaft ` 
hervor, daß eine Retention ihres Stickstoffs im Körper nicht statt- 
gefunden hat. Sowohl nach intravenöser als auch oraler Eingabe er- 
schien der zugeführte Stickstoff prompt im Harn wieder; darüber 
hinaus fand ein weiterer Stickstoffverlust statt, der ohne Bedenken 
auf die Infusion zurückgeführt werden muß und der in den beiden 
Versuchen annähernd den gleichen Wert erreichte. Dieser weitere 
Verlust trat nach der oralen Verabreichung nicht auf; hier fand sich 
nur eine dem zugeführten N entsprechende Mehrausscheidung, in der 
Folgezeit war die Durchschnittsbilanz annähernd dieselbe wie in der 
ersten Zwischenperiode. Die Versuche sind, soweit dies in ihrer ver- 
schiedenen Anlage möglich ist, mit denen Buglias vergleichbar. Auch 
dieser erhielt in Versuch 1 und 3 (l. c., S. 168 und 178) einen der ein- 
geführten Aminosäure entsprechenden Überschuß von N in den Aus- 
scheidungen, den er aber auf die Hypertonizität der eingeführten Lösung 
zurückführt, worauf ich später noch zurückkomme. Buglia brach die 
Versuche leider so zeitig ab, daß ein Verlauf der N-Ausscheidung in 
den nächsten Tagen nach der Infusion nicht beobachtet wurde. Nur 
in Versuch 3 erstreckte sich die Beobachtungszeit noch auf 3 Tage 
nach der Infusion, das Tier hungerte aber während dieser Zeit bzw. 
erhielt nur 200 ccm 0,9proz. NaCl-Lösung, weshalb die Ergebnisse 
mit den meinigen, bei denen die Ernährung neben der Zufuhr der 
Aminosäuren weiter ging, schwer vergleichbar sind. Das Ergebnis 
der ersten Periode beweist aber, daß es notwendig ist, nach derartigen 
Versuchen die Ausscheidung bis zur Wiedererreichung des N-Gleich- 
gewichts bzw. einer konstanten N-Ausscheidung zu verfolgen. 

In dieser Beziehung möchte ich auf die Versuche Abelins hinweisen, 
die dieser an schilddrüsenlosen Hunden!) und Ratten?) vornahm, in 
denen er den Einfluß verschiedener proteinogener Amine auf den Stoff- 
und Gaswechsel dieser Tiere untersuchte. Die proteinogenen Amine, 
die sich aus den Eiweißspaltprodukten unmittelbar ableiten, indem 
sie durch Decarboxylierung aus den Aminosäuren entstehen, stehen 
in einem sehr engen Verhältnis zu den letzteren. Bei den Hunden fand 
er nun bei subkutaner Verabreichung von Phenyläthylamin und p-Oxy- 
phenyläthylamin eine hohe Steigerung des Stickstoffwechsels und eine be- 
trächtliche Steigerung der Diurese, bei der Ratte eine Verschlechterung 
des N-Ansatzes um die Hälfte neben einer ebenfalls auffallenden Ver- 
mehrung der Wasserausscheidung durch den Harn und die Haut. Abelin 


1) Diese Zeitschr. 93, 128, 1919. 
2) Ebendaselbst 101, 197, 1920. 
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der die Stickstoffausscheidung auch noch in der Zeit nach der Injektion 
verfolgte, fand auch nach Aufhören der Zufuhr in den folgenden Tagen 
eine weiter negative bzw. schlechtere Bilanz, ja sie war teilweise in dieser 
Zeit noch schlechter geworden (l. c., S. 145). Es herrscht also in meinen 
Versuchen, dem Verlauf der Stickstoffausscheidung nach den Alanin- 
gaben folgend, eine erhebliche Übereinstimmung mit den Befunden 
Abelins. 

Buglia führte, wie schon erwähnt, die vermehrte N-Ausscheidung 
nach der Infusion auf die Hypertonizitát der verwandten Lösung 
zurück. Da man aber eine derartige Lösung nicht isotonisch machen 
kann (man müßte dann etwa 1 Liter infundieren, worauf schon Buglıa 
hinwies), so ist der Nachweis der Richtigkeit dieser Annahme schwer 
zu erbringen. Buglia stellte zur Klärung dieser Frage folgende Versuchs- 
anordnung her: In einem 10 Tage dauernden Stoffwechselversuch 4 
ließ er das Tier am ersten Tage hungern, verabreichte ihm per os 200 ccm 
0,9proz. NaCl-Lösung und bestimmte die N-Ausscheidung. Am 2. Tage 
erhielt die Hündin 70g Fleisch in 200 ccm 3,6proz. NaCl-Lösung, 
die der Gefrierpunktserniedrigung seiner Aminosäurelösung entsprach, 
am 3. und 4. Tage per os nur je 200 ccm 0,9proz. NaCl-Lösung. Am 
5. Tage bekam das Tier wieder 70 g Fleisch, aber diesmal mit 200 ccm 
0,9proz. NaCl-Lösung, am 6. und 7. Tage dieselbe NaCl-Menge wie 
am 3. und 4., am 8. Tage 200 ccm einer 3,6proz. NaCl-Lösung und am 
9. Tage 200 ccm 0,9proz. NaCl-Lösung. Am 10. Tage endlich fand die 
Infusion von 240 ccm der Verdauungsflüssigkeit statt und damit schloß 
der Versuch. Die N-Ausscheidung in der Periode zeigte nun folgendes 
Verhalten: Am 2., 8. und 10. Tage, an denen die hypertonische Lösung 
verabreicht worden war, war sie erheblich gesteigert, am 5. Tage jedoch 
fand trotz der Gabe von 70g Fleisch mit 2,415g N eine Retention 
statt; daraus schließt Buglia: die Mehrausscheidung von N beruhe 
nicht auf der Zuführung von N durch die Nahrung, sondern auf der H yper- 
tonizität der verwandten Lösung. Das experimentum crucis ist der Ver- 
such am 5. Tage, an dem trotz der Zufuhr derselben Fleischmenge wie 
am 2. Tage nur eine Ausscheidung von 1,626 g N einer von 3,309 g N 
am 2. Tage entgegensteht. Bei seiner Schlußfolgerung hat aber Buglia 
einen wesentlichen Faktor außer acht gelassen, nämlich die diuretische 
Wirkung konzentrierter NaCl-Gaben und die Wirkung einer vermehrten 
Diurese auf den N-Stoffwechsel. Es ist ohne weiteres einleuchtend, 
daß bei einer um das Dreifache gesteigerten Harnmenge am 2. gegenüber 
dem 1. Tage eine erhöhte N-Ausfuhr stattfinden mußte, während am 
5. Tage nach der Fleischgabe mit der physiologischen NaCl-Lösung 
die Harnmenge und damit die N-Ausscheidung nicht gesteigert war. 
Wenn man aber die N-Ausscheidung der beiden folgenden Tage be- 
trachtet, so findet man hier trotz nicht gesteigerter Harnmengen Werte 
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derselben, die bedeutend höher liegen als am 1. Tage. Leider hat 
Buglia am 8. Tage wiederum eine hypertonische Salzlösung gegeben, 
die die Beurteilung der Ausscheidungen etwas erschwert. Wenn man 
aber die Durchschnittsbilanz der ersten 4 Tage errechnet, so kommt 
man auf eine Ausscheidung von 1,867 g N pro Tag, bei den nächsten 
4 Tagen auf 1,434g N pro Tag. Wenn man weiter bedenkt, daß das 
Tier bis 2 Tage vor Beginn des Versuchs gemischte Kost erhalten 
hatte, die seinen Bedarf sicherlich ausreichend deckte, so daß in der 
ersten Zeit ein Überschuß von N disponibel war, gegen Ende des Ver- 
suchs aber sicher nicht, da das Tier in den 8 Tagen nur 4,83g N 
zugeführt erhalten hatte, so wird man zugeben müssen, daß der 
Unterschied, den Buglia aus diesem Versuch durch alleiniges Betrachten 
des Versuchstages errechnet und auf die hypertonische Salzlösung 
zurückführt, in Wirklichkeit nur verschwindend gering ist. Er darf 
jedenfalls nach meiner Meinung nicht mit der am letzten Tage erfolgten 
Infusion der Aminosäuren in Parallele gestellt werden; abgesehen von 
dem Umstande, daß die Zufuhr das eine Mal oral, das andere paren- 
teral erfolgte, ist eine diuretische Wirkung der Aminosäuregabe in diesem 
Falle überhaupt nicht vorhanden, die vermehrte N-Ausfuhr kann also 
nicht mit einer Ausschwemmung des Organismus begründet werden, 
wie es bei den NaCl-Gaben der Fall war. Wenn man folgende Zahlen 
vergleicht: Am 2. Tage bei einer Harnmenge von 394 g 3,309 g N- 
Ausfuhr, am 7. Tage bei einer Harnmenge von 460 g 2,383g N und 
am letzten Tage bei einer Harnmenge von nur 152 g 4,319 g N-Ausfuhr, 
so geht: daraus deutlich hervor, daß man es hier mit verschiedenen 
Reaktionen zu tun hat, daß der Schluß, den Buglia aus der Versuchs- 
reihe zieht, nicht berechtigt sein dürfte. 

Ich möchte also nicht mit Buglia annehmen, daß die Wieder- 
ausscheidung des mit der Aminosäure zugeführten Stickstoffs auf 
einer Hypertonizität der angewandten Lösung beruht, sondern daß 
tatsächlich eine Verwertung derselben zum Aufbau des eigenen FiweiB- 
moleküls nicht erfolgt ist. Die Frage, worauf die beim Alanin gegen- 
über dem Glykokoll verschlechterte Bilanz zurückzuführen ist, läßt 
ich mit der von mir gewählten Versuchsanordnung nicht beantworten. 
Da sie sich aber in beiden Versuchen mit intravenöser Infusion im 
Gegensatz zu dem mit oraler Verabreichung und den Glykokollversuchen 
leutlich und übereinstimmend bemerkbar macht, scheint nach meinem 
Dafürhalten ein Fehler der Versuchsanordnung oder dergleichen nicht 
n Frage zu kommen. 

Ein verschiedenes Verhalten beider Stoffe im Körper lassen auch 
lie Respirationsversuche erkennen. Einen guten Überblick über die 
tesultate geben die folgenden drei Abbildungen, in denen die Kalorien- 
roduktion in steigenden Prozenten gegenüber den Ruhewerten ein- 
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gezeichnet sind. Die Kalorienproduktion, die ja durch O,-Verbrauch 
und Respirationsquotienten und somit auch durch die CO,-Produktion 
bestimmt ist, gibt einen sehr klaren Einblick in den Verlauf der Oxy- 


dationsprozesse im Körper. 


70 
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Aus den Kurven ergibt sich, 
daß die Infusion im Körper Vor- 
gänge ausgelöst hat, die zu einer 
erheblichen Steigerung der Ver- 
brennung geführt haben!). Es er- 
hebt sich nun die Frage: welcher 
Art waren diese Vorgänge? Aus 
früheren Untersuchungen ver- 
schiedener Forscher wissen wir, 
daß die Aminosäuren im Körper 
eineVeränderung erfahren, daßsie 
nur zum kleinen Teil unverändert 
wieder ausgeschieden werden; 


wir wissen, daß eine Desamidierung derselben stattfindet, also eine 
Abspaltung der NH,-Gruppe und Ausscheiden derselben als Ammoniak 


1) Ohne irgendwelche Schlüsse ziehen zu wollen, erscheint es mir 
doch angebracht, auf das Verhalten der Oxydationsprozesse in den ein- 
zelnen Versuchen aufmerksam zu machen. Wenn man sowohl die Höhe 
der erreichten Werte betrachtet als auch die Zeit, in welcher nach der 
Infusion der Höhepunkt der Verbrennung eintrat, so findet sich eine merk- 
würdige Übereinstimmung mit der chronologischen Reihenfolge der Ver- 
suche. In Versuch 5 wurde der Höhepunkt eher erreicht und lag viel höher 
als in Versuch 3 und ebenso in Versuch 7 gegenüber Versuch 6. 
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bzw. Harnstoff. Der Rest, der nur noch aus C, H und O besteht, ver- 
brennt unter Erhöhung des Respirationsquotienten zu CO, und H,0. 
Wir haben also in unserem Versuch an dem Verhalten des Respirations- 
quotienten einen Anhaltspunkt dafür, ob eine Verbrennung der Amino- 
säuren tatsächlich stattgefunden hat. Wir finden nun in den Versuchen 
durchweg eine beträchtliche Erhöhung des Respirationsquotienten, wenn 
diese Steigerung auch den Wert l in keinem Falle erreicht; dagegen 
ist der im Versuch 5 erreichte Höchstwert von 0,94 nicht allzuweit 
von dem theoretischen Wert entfernt. Die Möglichkeit, daß eine Ver- 
brennung der Aminosäuren im Körper stattgehabt hat, ist also nicht 
von der Hand zu weisen. 

Die beobachtete Steigerung könnte aber auch eine andere Ursache 
haben. In neuester Zeit veröffentlichte Pollak*) seine Untersuchungen 
über den Einfluß von Aminosäuren auf die Blutzuckerregulation, durch 
die er den Nachweis bringen konnte, daß injizierte Aminosäuren eine 
Erhöhung des Blutzurkerspiegels bewirken. Die Versuche wurden an 
Kaninchen angestellt, deren Blutzucker nach der Injektion verschiedener 
Aminosäuren stündlich bzw. halbstündlich bestimmt wurde. Die so 
erhaltenen Kurven zeigen für das Alanin und Glykokoll einen ganz 
ähnlichen Verlauf, wie die von mir erhaltenen entsprechenden Gas- 
wechselkurven. Die in vier von fünf Fällen von mir gefundene Zwei- 
gepfeligkeit der Alaninkurve hat Pollak auch für den Blutzucker des 
hungernden Kaninchens feststellen können (S.125, Versuch 8). Auch 
war hier, ähnlich wie in meinen Fällen, die Wirkung nach 3 Stunden 
wieder abgeklungen. Die Glykokollkurve Pollaks ist wie die meinige 
nur eingipfelig; allerdings wird hier der höchste Wert nicht so früh 
erreicht. Wenn man aber bedenkt, daß Pollak Kaninchen ver- 
wendete, denen er die entsprechenden viel kleineren Dosen von lg 
subkutan einspritzte, so sind seine Versuchsbedingungen von den 
meinen so verschieden, saß die Übereinstimmung eine um so über- 
raschendere ist. | 

Da die Arbeit von Pollak erst nach Abschluß meiner Versuche 
erschien, war es mir leider unmöglich, an meinem Versuchstier das 
Verhalten des Blutzuckers nachzuprüfen. Es ist aber die Annahme 
berechtigt, daß auch beim Hunde eine solche Erhöhung des Blut- 
zuckerspiegels eintritt, sei es durch Mobilisierung der Glykogenvorräte 
oder durch direkte Umwandlung der Aminosäuren in Zucker. Wenn 
dies aber der Fall ist, so liegt die Möglichkeit vor, daß die von 
mir gefundenen Erhöhungen der Gaswechselwerte mit der typischen 
Erhöhung des Respirationsquotienten auf die Verbrennung des im Blute 
kreisenden überschüssigen Zuckers zurückzuführen sind. Dann wäre 


1) Diese Zeitschr. 127, 120, 1922. 
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auch die Übereinstimmung mit den Kurven, die Bürger!) bei der Ver- 
brennung parenteral einverleibten Zuckers beim Hunde gesehen hat, 
nicht verwunderlich. 


Die Untersuchungsergebnisse Bornsteins und seiner Mitarbeiter scheinen 
zu dieser Annahme in einem gewissen Gegensatz zu stehen. Bei Unter- 
suchungen über die Adrenalinglykämie sah nämlich Bornstein?) an dem 
Verhalten des Respirationsquotienten, daß dieselbe nicht mit einer ver- 
mehrten Kohlehydratverbrennung einhergeht. In einer späteren Arbeit 
in Gemeinschaft mit Holm?) fand Bornstein ein ähnliches Verhalten des 
Respirationsquotienten nach oraler Verabreichung von 100 g Dextrose beim 
Menschen. Auch hier war eine Übereinstimmung der Gaswechselwerte 
(Respirationsquotient) mit der Blutzuckerkurve nicht nachweisbar. Wäh- 
rend der Blutzucker schon nach 1 Stunde seinen höchsten Wert erreichte, 
um dann bis zur 4. Stunde wieder zur Norm abzusinken (Abb. 1, S. 216). 
erfuhr der Respirationsquotient in der ersten halben Stunde nach der 
Zufuhr eine Erniedrigung, um dann langsam anzusteigen und am Schluß 
des Versuchs, also nach 4 Stunden, seinen höchsten Wert (0,948) zu er- 
reichen. Das Verhalten beider Faktoren nach Einnahme von 100 g Lävulose 
dagegen war ein ganz anderes. Wenn auch hier (Abb. 2, S. 216) die Aus- 
schläge des Blutzuckers nicht annähernd so erheblich waren wie bei dem 
Dextroseversuch, so war doch ein sehr schönes Parallelgehen des Blut- 
zuckers mit dem Verhalten des Respirationsquotienten zu beobachten. Auf 
die Schlüsse, die Bornstein aus diesen Versuchen zieht, will ich an dieser 
Stelle nicht eingehen. Es genügt zu erwähnen, daß der Zusammenhang 
beider Werte noch nicht genügend geklärt zu sein scheint und daß in einigen 
Fällen, wie zu erwarten, eine Übereinstimmung erzielt wurde. So fanden 
Bornstein und Müller‘) des weiteren ein sehr auffallendes Parallelgehen 
des Blutzuckers mit der Zuckerverbrennung beim Hunde nach Pilokarpin- 
Injektion im Gegensatz zu den Adrenalin-Versuchen. Aus den Versuchen 
Bornsteins kann jedenfalls nicht geschlossen werden, daß die Erhöhung 
des Respirationsquotienten in meinen Versuchen auf den verbrennenden 
Zucker nicht zurückgeführt werden kann. Pollak (l. c.) schließt aus seinen 
Versuchen, daß die eingeführten Aminosäuren nicht in Glucose umge- 
wandelt werden, sondern daß die Erhöhung des Blutzuckers ähnlich wie 
bei der Adrenalinhyperglykämie auf steigender Glykogenolyse infolge Er- 
regung sympathischer Nerven beruhe. Wenn nun auch Bornstein annimmt, 
daß es sich bei der Pilokarpin- und Adrenalinglykámie nicht um identische 
Prozesse handelt, so ist doch diese Frage noch nicht so eindeutig geklärt, 
daß die Parallelität des Blutzuckers mit der Zuckerverbrennung bei den Amino- 
säureversuchen a priori bestritten werden könnte. 


Einen weiteren Beitrag zu dieser Frage im bejahenden Sinne der 
Zuckerverbrennung liefern noch die schon oben zitierten Untersuchungen 
von Abelin’) über die Wirkung der proteinogenen Amine auf den Gas- 
wechsel der Ratte. Auch er fand eine starke Erhöhung der Gaswechsel- 


1) Diese Zeitschr. 124, 1. 1921. 
2) Ebendaselbst 114, 157, 1921. 
3) Ebendaselbst 180, 209, 1922. 
t) Ebendaselbst 126, 64, 1921/22. 
$) Ebendaselbst 101, 197. 
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werte durch die Infusion. Bei seiner Versuchsanordnung, bei der sich 
Injektionen und Respirationsversuche tagelang folgten, konnte Abelin 
natürlich nicht die momentanen Veränderungen verfolgen,. die nur 
am Zuntz-Geppertschen Apparat studiert werden können. Aber er 
konstatierte nicht nur eine quantitative Veränderung des Stoffumsatzes 
im Sinne einer Erhöhung sowohl der Eiweißzersetzung und der Ver- 
brennung der stickstofffreien Substanzen, sondern auch eine qualitative 
Beeinflussung desselben, indem eine erhöhte Verbrennung von Kohle- 
hydraten einsetzte. Da nach den Untersuchungen von Abelin und Jaffe!) 
die Injektion verschiedener proteinogener Amine zu einem meistens 
vollständigen Verschwinden des Glykogens aus der Leber führt und 
somit zu einer Überschwemmung des Blutes mit Kohlehydraten, die sich 
auch im Gaswechsel bemerkbar machen muß, so ist hierin eine weitere 
Parallele mit dem Verhalten der Aminosäuren gegeben. 


1) Diese Zeitschr. 102, 39. 


Zur? Bangschen Mikromethode 
der Bestimmung der Chloride im Blut und Serum. 


Von 
Herbert Schönfeld. 


(Aus der Universitáts-Kinderklinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegangen am 30. September 1922.) 


In einer an anderer Stelle erscheinenden Arbeit!) habe ich auf 
die geringe Titrationsbreite als den bedenklichsten Punkt der Bangschen 
Methode der Mikrobestimmung der Chloride im Blut und Serum hin- 
gewiesen. Es entsprechen z. B. 0,025 ccm der n/100 Silbernitratlósung 
0,0146 Kochsalz. Da ein Tropfen 0,025 ccm n/100 Silbernitratlósung 
gerade ausreicht, um in der alkoholischen Salzlösung einen scharfen 
Farbenumschlag hervorzurufen, ist es nicht möglich, die Titration 
durch noch stärkere Verdünnung der Silberlösung oder weiterer Ver- 
kleinerung der Tropfengröße genauer zu gestalten. 

Man muß also mit größter Sorgfalt titrieren und genügende Übung 
im Erkennen des Farbenumschlags besitzen, da ein Tropfen zuviel 
schon merkbar abweichende Zahlen ergibt. Am besten erkennt man 
den Umschlag, wenn man gegen einen im hellen Tageslicht stehenden 
weißen Hintergrund titriert. Man titriert, bis der Umschlag von Gelb- 
grün in Lichtbraun auftritt; titriert man über diesen Punkt hinaus, 
so nimmt die braune Verfärbung mit jedem Tropfen allmählich zu, 
um dann bei einem gewissen Punkt ziemlich scharf in Dunkelbraun 
umzuschlagen. Diesen zweiten Umschlagspunkt habe ich um etwa 
0,1 ccm n/100 Silbernitratlösung höher liegend gefunden als den ersten; 
der Abstand schwankt etwas, je nach der in der Lösung enthaltenen 
absoluten Menge Chlor. Maßgebend für die Berechnung des Chlor- 
gehalts ist nach Bangs?) Angabe der erste Umschlag. Nachprüfungen 
mit alkoholischen Kochsalzlösungen von bekanntem Chlorgehalt haben 
mich zu den gleichen Resultaten geführt. Es ergibt sich ferner aus 
dem eben Gesagten, daß man beim ersten Auftreten des lichtbraunen 
Farbentons die Titration abbrechen muß. Darauf hat auch Scheer?) 
hingewiesen. 


1) Arch. f. Kinderheilkde. 72, 120, 1922. 

2) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. 
Wiesbaden 1916 und 1922. 

3) Scheer, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 31, 290, 1922. 
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Bei exaktem Arbeiten kommt man dann zu Werten, die meist 
in der zweiten, öfter auch in der dritten Dezimale übereinstimmen. 
Damit ist die Brauchbarkeit der Methode für klinische und biologische 
Fragestellungen gegeben. 

Vor kurzem haben Prigge!) und Petschacher?) in dieser Zeitschrift 
über ihre Erfahrungen mit der Bangschen Methode berichtet. Bei 
ihrem Vergleich mit der Volhardschen Methode kann Petschacher ihre 
Brauchbarkeit für klinische Untersuchungen bestätigen, dagegen gibt 
Prigge mehrere Fehlerquellen an, darunter solche, die sich durch sorg- 
fältiges Arbeiten nicht ausschalten lassen, sondern gewisse Modifika- 
tionen der Methode verlangen: 

1. Den Fehler, der beim Abwägen des Blutes oder Serums mit 
Hilfe der Torsionswage entstehen kann, findet Prigge sehr klein. Tat- 
sächlich läßt sich rechnerisch leicht feststellen, daß bei Mengen von 
90 bis 120 mg Blut oder Serum, wie sie als optimal für die Methode 
anzusehen sind, ein Zuviel oder Zuwenig von l mg — größere Ab- 
weichungen sind bei einigermaßen sorgfältigem Arbeiten sicher zu 
vermeiden — das Resultat erst in der dritten Dezimale beeinflußt. 

Um die Anwendung der Methode auch dann zu ermöglichen, 
wenn eine Torsionswage nicht zur Verfügung steht, empfiehlt Prigge 
die Abmessung des Blutes mittels einer besonders konstruierten Pipette. 
Allerdings gibt er selber zu, daß beim Ausfließen des Blutes bis zu 
4 mg an den Wänden der Pipette hängen bleiben können; das sind 
immerhin Mengen, die schon recht erhebliche Fehler bedingen müssen. 
Außerdem ist das Verfahren doch wohl höchstens für Chlorbestimmungen 
im Gesamtblut anwendbar, da es nicht möglich ist, das auf die übliche 
Weise gewonnene Serum — Absaugen des Blutes mit einer U-förmigen 
Kapillare, Abzentrifugieren — mit der Pipette aufzunehmen. Man 
würde zumindest ein größeres Quantum Blut für dieses Verfahren 
‚brauchen. Es ist demnach die Wägung also doch wohl nicht zu um- 
gehen, zumal für die meisten klinischen Fragestellungen die Bestimmung 
der Serumchloride viel wichtiger ist als die des Gesamtblutes?). 

2. Nach Prigges Angabe genügt es nicht, der Bangschen Vor- 
schrift entsprechend nach beendeter Extraktion und Abgießen der 
alkoholischen Salzlösung einfach noch einmal mit einigen Kubik- 
zentimetern Alkohol nachzuspülen, sondern er hält es für notwendig, 
noch ein zweites Mal mehrere Stunden lang zu extrahieren, da es nur 
so möglich sei, die Chloride quantitativ zu gewinnen. Da es denkbar 
erschien, daß hierbei Blut und Serum Unterschiede zeigen könnten, 
habe ich Prigges Behauptung sowohl für Blut wie für Serum nach- 

1) Prigge, diese Zeitschr. 130, 442, 1922. 


2) Petschacher, ebendaselbst 181, 116, 1922. 
3) Siehe auch Salomon, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 82, 271, 1922. 
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geprüft. Selbstverständlich habe ich auch bei Bestimmung der im 
ersten Extrakt enthaltenen Chloride Gläschen und Papier mit einigen 
Tropfen Alkohol nachgespült, um die an den Oberflächen haftende 
Lösung herauszubringen. Durch Nachgießen entsprechender Mengen 
Alkohol wurden die Flüssigkeiten in allen Versuchen auf gleiche Volu- 
mina gebracht. 
1. Serum. 

Im ersten Extrakt: In der Spülflüssigkeit (sofort abgegossen): 

0,557 Umschlag auf 1 Tropfen [nach Abzug des Blindwertes (= 0,05 ccm)]. 


0,556 ”> an 1 (E: IT sr an TE =? 0,05 (E 
0,571 9. an 1 IE) TE .. TE .. = 0,05 .. 
0,573 DÉI DÉI l 2) an „ IT It == 0,05 ss 
0,567 D »> l 9, à 39 s» ., Een 0,05 TE 
0,565 IT an l sn DE 1» an .> SE 0,05 IT 
0,572 ,> (E 1 „ „ sn an »> == 0,05 39 
0,573 IT „ l „ „ sn sn „ == 0,05 as 


Im ersten Extrakt: Im zweiten Extrakt (nochmals 4 Stunden extrahiert): 
0,578 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 


0,577 LE LEI 1 28 > KK) l LA. 29 
0,602 H sn l an UI H 

0,605 .. ag 1 9 » LA) , H 
0,622 LR) ,9 1 , H > 3 

0,617 33 29 1 Sa H Zä ?? > 
0,602 E | »> > e 

0,608 LK) 39 1 LK) ,9 H KA , 

2. Gesamtblut. 

Im ersten Extrakt: In der Spülflüssigkeit (sofort abgegossen): 
0,501 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 
0,503 | LA LA 1 MI 33 LE 29 29 
0,501 ,, KE) 1 LE 33 28 LK) . 
0,492 ES | 2 „ 
0,495 .» H: 1 D 3 7 IK ZS 
0,501 KK LA 1 H E) ,> 23 ER 
0,503 29 LK 1 ?9 33 39 EK 39 


Im ersten Extrakt: Im zweiten Extrakt (nochmals 4 Stunden extrahiert): 


0,497 Umschlag auf 1 Tropfen (nach Abzug des Blindwertes). 
0,492 S 


0,501 si a. A 
0,503 $ ci "A 
0,513 e » l 
l 
l 
l 


19 ] DA KK .9 99 KK 


0,506 > > 


0,505 e 8 
0,504 5 T 
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Der Umschlag tritt also, gleichgültig, ob man einfach nachspült 
oder nochmals mehrere Stunden stehen läßt, im zweiten Abguß auf 
Zusatz eines einzigen Tropfens n/100 Silbernitratlösung auf, d. h. die 
darin enthaltene Kochsalzmenge ist in jedem Falle kleiner als 0,0146 g 
- (entsprechend einem Tropfen = 0,025 cem n/100 Silbernitratlósung) 
und liegt damit unterhalb der mit der Methode überhaupt meßbaren Größen. 
Die von Prigge verlangte nochmalige mehrstündige Extraktion ist 
demnach überflüssig. 


3. Prigge findet den Farbenumschlag nur dann genügend scharf, 
wenn die alkoholische Lösung, in der die Titration vorgenommen wird, 
ein Volumen von 10 ccm nicht wesentlich überschreitet. Er empfiehlt 
deshalb, unten abgerundete Papierchen zu verwenden, die sich der 
Rundung des Reagenzglasbodens anpassen, um so den unterhalb der 
Papierchen befindlichen freien Raum mit auszunutzen. Ich habe von 
Anfang an Gläschen von 60 mm Höhe und 19 mm lichter Weite mit ab- 
geflachtem Boden benutzt, die es ebenfalls gestatten, mit einem Minimum 
von Alkohol auszukommen, was schon aus Gründen der Sparsamkeit 
erwünscht ist. Jedenfalls wird man auch bei Einhalten der Bangschen 
Vorschrift über ein Volumen von 15 ccm nie hinauszugehen brauchen. 
Die folgende Tabelle bringt Belege dafür, daß bei Mengen von 10 und 
15 ccm die Titrationsergebnisse die gleichen sind. Voraussetzung ist 
nur, daß man, wie ja Bang auch besonders betont, beim Titrieren 
ununterbrochen gut umrührt. 


1. Titration in 10 cem Alkohol: 























ccm oli AgN ccm nj100 Ag NO, 
ccm al NaCl) (1, die ben) | o Umschlag 
1,00 1,05 1,125 
(einschließlich Blindwert) 
1,00 ‚05 1,125 
0,80 0,85 0,95 
0,80 0,85 0,95 
0,70 0,75 0,85 
0,70 0,75 0,85 


2. Titration in 15 ccm Alkohol: 
ccm n|100 AgNO, 


ccm njl00 AgNO 
com nj100 NaCI | (1. Umschlag lichtbraun) nk 











1,00 1.05 | 1,125 


i (einschlieBlich Blindwert) 
1,00 1,05 1,125 
0.80 08 0.95 
0,80 0,85 0.95 
0,70 0,75 0:85 
0.70 0,75 085 
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der Gesamtmengenbestimmung des Urobilins in den Fäzes. Wir ver- 
stehen so, daß Borrien!) verzweifelt zu dem Schluß gelangt, es sei 
unmöglich, ein einigermaßen genaues Maß für die Urobilinmengen der 
Fäzes zu erhalten. Und Brulé?) zeigte, wie schwer es ist, aus Fäzes die 
Gesamturobilinmenge zu extrahieren. Beim Ausziehen vermindem 
sich diese Urobilinmengen zwar immer, aber es bedarf einer ganzen 
Reihe von Extraktionen, bis ganz schwache Urobilinreaktion im Extrakt 
erzielt wird. Es wurde nun jede der einzelnen extrahierten Mengen 
bestimmt. Wir gingen folgendermaßen vor: 5g der abgewogenen, 
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möglichst frischen, gut durchgemengten Fäzes wurden durch Behandlung 
mit Petroläther von Indol und Scatol befreit, der Rückstand mit 
10 ccm absoluten Alkohols, lg  pulverisiertem Zinkacetat und 
drei Tropfen Jodtinktur versetzt und tüchtig mehrere Minuten im Mörser 
durchgerieben und alsdann filtriert. Nach vollständigem Abfiltrieren 
und nach Ausdrücken des Rückstandes zwischen den Falten des Filters 
wurde eine quantitative Bestimmung des Filtrats vorgenommen. Der 
sich nun vom Filter leicht und restlos abhebende Rückstand von neuem 
mit 10cem Zinkacetat-Alkohol tüchtig im Mörser durchgerieben und 


| 1) Soc. de Biol. 1920, 28. Februar. 
2) Prosse médicale 1920, 16. Juni. 
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wiederum in der gleichen Weise vollständig abfiltriert. Quantitative 
Auswertung des zweiten Filtrats: der Rückstand wurde wieder genau 


so wie vorher behandelt und so fort. Um zu sehen, ob die jeweiligen 
Urobilinmengen, die bei den einzelnen Extraktionen erhalten wurden, 


in irgendwelchen Gesetzmäßigkeiten zueinander stehen, wurden. sie 
in Kurvenform aufgezeichnet. Es ergab sich bei sämtlichen Extraktionen 


immer wieder in gleicher Weise annähernd die gleiche Kurvenform. 
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Abb. 8. 


Abh. 7. 


N 


Solche Kurven 


icht nur bei der Extraktion verschiedener Stühle derselben Patienten, 


sondern auch bei den Fäzes verschiedener Kranken. 


seien eine Reihe zur Demonstration der hier obwaltenden Verhältnisse 


als Beleg angeführt!). 


H 


Die Kurvenform 


die sich hier zeigt, ist die 


der logarithmischen Kurve, und sie genügt der Formel log e, — log €, 


1) Auf der Abszisse ist die Zahl der Extraktionen, auf der Ordinate 


(n —1). konst. worin e die bei der betreffenden Extraktion ausgezogene 
der reziproke Wert der jeweiligen Verdünnungszahl aufgezeichnet. 


— 
— 
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Setzt man in diese Formel zwei experimentell gefundene e-Werte mit 


Menge!), n die Zahl der Extraktionen und K eine Konstante bedeutet. 
dem entsprechenden n ein, so erhält man einen bestimmten Wert 
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Abb. 12, 
Mit Hilfe dieses erhaltenen K-Wertes kann 


1) Hier der Einfachheit halber als reziproker Wert der Verdünnungs- 


für K, der natürlich. entsprechend dem Ausgangswert für jeden 
zahl ausgedrückt. 


Stuhl verschieden ist. 
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man dann für eine andere Extraktion unter Einsetzen des ent 
sprechenden Wertes für n die extrahierte Menge berechnen und Í 
stellen, ob sie mit der gefundenen übereinstimmt. Das habe ich durè- 
geführt und durchweg gute Übereinstimmung gefunden. Als Beispiel 
sei eine Rechnung hier angeführt: 
log e, — log €, = (n — 1).k 
e, = 23100 log 23100 — log 12500 = 1.k 


k = 0,26 670. 
€ = 12500 ausgerechnet ergibt sich für e, = 6764 gefunden 
(vgl. Abb. 3). 
e Y log 23100 — log ez = 2. 0,26670 
egg = 6764. 


Daraus ergibt sich nun aber ohne weiteres: durch die Größe der 
ersten und einer folgenden Extraktion ist die Zahl der einzelnen | 
Extraktionen sowie die Summe der bei den einzelnen Extraktimen 
erhaltenen Werte eindeutig bestimmt. 

Man könnte nun einwenden, daß man nicht immer Extraktionen 
mit solch kleinen Mengen Lösungsmittel zu machen braucht, sondern 
man könnte die Gesamtsumme der Mengen der einzelnen Lösungsmittel 
verwenden und gleich auf einmal zusetzen, um so allen Farbstoff auf 
einmal vollständig zu extrahieren. Beim Versuch, so zum Ziele zu 
gelangen, zeigt sich aber alsbald, daß das nicht möglich ist. Immer 
bleiben Pigmentmengen zurück, die sich nicht auf einmal extrahieren 
lassen. Das Urobilin ist eben an die Fäzespartikel fest adsorbiert. Bei 
Zufügen eines Lösungsmittels bildet sich sogleich ein Gleichgewichts 
zustand zwischen dem Urobilin in Lösung und der Urobilinmenge 
am Adsorbens (hier die Stuhlpartikelchen) an der Grenzfläche aus!). 
Das macht es verständlich, weshalb die Extraktion auf einmal un- 
möglich ist, sondern ganz bestimmten Gesetzen folgt. Das ist genau 
die gleiche Erscheinung wie die Tatsache, daß die adsorbierte Menge 
in einem System von gelöstem Adsorbendum und Adsorbens in kon- 
zentrierter Lösung eine relativ geringere, in weniger konzentrierter 
eine relativ größere ist, und wie die, daß man, um einen Niederschlag 
von einem gewissen Stoff auszuwaschen, öfter und mit kleineren 
Mengen waschen muß, als weniger oft mit großen Mengen Wasser‘). 

Diese Erwägungen lassen die Tatsache der großen Schwierigkeit 
einer Gesamtbestimmung des Urobilingehalts der Fäzes dem Ver- 


1) An dieser ist doch, allgemeinen Gesetzen folgend, iminer noch 
Farbstoff angereichert, und so erklärt es sich ebenfalls, dal es schwer tst. 
die Fäzes durch Extraktion mit Lösungsmitteln völlig vom Pigment zu 
befreien. 

2) Vgl. Ostwald, Analytische Chemie, 5. 16. 
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tändnis näher kommen. Sie erklären aber gleichzeitig, daß man den 
-sesultaten, die mit den Methoden von Müller und Gerhardt, von Brugsch 


De, md Retzlaff, von Eppinger und Charnas, von Wilbur und Addis, wie 


nhe 


E 


ler übrigen oben genannten Autoren mit einiger Skepsis entgegen- 
treten muß, und in der Tat wird sich die nach diesen Auseinander- 
3etzungen zu erwartende Feststellung ergeben, daß die zahlenmäßigen 
Ergebnisse jener Forscher sich als viel zu niedrig erweisen. 

Die Möglichkeit aber, die Mengen der bei den einzelnen Extrak- 
tionen erhaltenen Farbstoffmengen in immer wieder fast genau gleicher 
Kurvenform zum Ausdruck bringen zu können, beweist, daß die Pigment- 
ausziehung eine gesetzmäßige ist. Das setzt uns ohne Zweifel in den 
Stand, eine annähernd quantitative Urobilinbestimmung in den Fäzes 


zu erzielen. 


Aus den Kurven ergibt sich mit aller Deutlichkeit: durch die 


` Größe der ersten Extraktion ist sowohl die Zahl aller folgenden wie die 
- Summe der bei diesen erhaltenen Farbstoffmenge eindeutig bestimmt. 


Dieser Satz involviert sogar eine für die Technik der Urobilinbestimmung 


- im Stuhl in der Klinik sehr wichtige Tatsache, daß man in praxi im 
» allgemeinen nur die erste Extraktion auszuführen braucht, um daraus 
~ schon die Möglichkeit zu haben, die Gesamtmenge zu berechnen. Für 
: genaueres Arbeiten ist es jedoch erforderlich, nach der Formel der 


Exponentialfunktion log e, — log e, = (n — 1).k, nachdem zwei Extrak- 
tionen ausgeführt sind, besser noch drei oder vier, um nicht zwei auf- 


 einanderfolgende zur Bestimmung von k zu wählen, für eine ganze Reihe 


von ganzzahligen n das zugehörige e zu berechnen), und die Summe der 
bestimmten und errechneten e als Gesamturobilinwert zu nehmen. 
Ein zweifellos nicht einfaches Verfahren. Man kann aber viel schneller 
zum Ziele gelangen. Aus unseren Bestimmungen ergab sich, daß zwei 
aufeinanderfolgende Extraktionen nahezu (unter Berücksichtigung von 
Versuchsfehlern) immer gleiche Quotienten zeigten, so daß für die 
Praxis man ohne weiteres die Formel in Anwendung bringen kann: 


e + egt eag + eag H eg + og = 


=> 
= € — == f 
1 l—q 


Man kann nun fúr eine Anzahl von Bestimmungen sich Mittel- 
werte von q und von diesen wieder den Mittelwert feststellen. Bei 
uns betrug dieser nahezu L für mittlere Ausgangswerte. Das bedeutet 
aber s = 2€,, d. h. die doppelte Menge der bei der ersten Extraktion 
erhaltenen Urobilinmengen gibt den approximativ quantitativen Uro- 


orler 


1) Natürlich nur so viele, als für ein ganzzahliges n, e noch eine nennens- 
werte Größe ergibt. 
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man dann für eine andere Extraktion unter Einsetzen des ent- 
sprechenden Wertes für n die extrahierte Menge berechnen und fest- 
stellen, ob sie mit der gefundenen übereinstimmt. Das habe ich durch- 
geführt und durchweg gute Übereinstimmung gefunden. Als Beispiel 
sei eine Rechnung hier angeführt: 
log e, — log e, = (n—1).k 
e, = 23100 log 23100 — log 12500 = 1.k 


k = 0,26 670. 
e = 12500 ausgerechnet ergibt sich für e, = 6764 gefunden 6200 
(vgl. Abb. 3). 
e= "2 log 23100 — log ez = 2 . 0,26670 
eg = 6764. 


Daraus ergibt sich nun aber ohne weiteres: durch die Größe der 
ersten und einer folgenden Extraktion ist die Zahl der einzelnen 
Extraktionen sowie die Summe der bei den einzelnen Extraktionen 
erhaltenen Werte eindeutig bestimmt. 

Man könnte nun einwenden, daß man nicht immer Extraktionen 
mit solch kleinen Mengen Lösungsmittel zu machen braucht, sondern 
man könnte die Gesamtsumme der Mengen der einzelnen Lösungsmittel 
verwenden und gleich auf einmal zusetzen, um so allen Farbstoff auf 
einmal vollständig zu extrahieren. Beim Versuch, so zum Ziele zu 
gelangen, zeigt sich aber alsbald, daß das nicht möglich ist. Immer 
bleiben Pigmentmengen zurück, die sich nicht auf einmal extrahieren 
lassen. Das Urobilin ist eben an die Fiäzespartikel fest adsorbiert. Bei 
Zufügen eines Lösungsmittels bildet sich sogleich ein Gleichgewichts- 
zustand zwischen dem Urobilin in Lösung und der Urobilinmenge 
am Adsorbens (hier die Stuhlpartikelchen) an der Grenzfläche aus!). 
Das macht es verständlich, weshalb die Extraktion auf einmal un- 
möglich ist, sondern ganz bestimmten Gesetzen folgt. Das ist genau 
die gleiche Erscheinung wie die Tatsache, daß die adsorbierte Menge 
in einem System von gelöstem Adsorbendum und Adsorbens in kon- 
zentrierter Lösung eine relativ geringere, in weniger konzentrierter 
eine relativ größere ist, und wie die, daß man, um einen Niederschlag 
von einem gewissen Stoff auszuwaschen, öfter und mit kleineren 
Mengen waschen muß, als weniger oft mit großen Mengen Wasser ?). 

Diese Erwägungen lassen die Tatsache der großen Schwierigkeit 
einer Gesamtbestimmung des Urobilingehalts der Fäzes dem Ver- 


1) An dieser ist doch, allgemeinen Gesetzen folgend, immer noch 
Farbstoff angereichert, und so erklärt es sich ebenfalls, daß es schwer ıst, 
die Fázes durch Extraktion mit Lösungsmitteln völlig vom Pigment zu 
befreien. 

2) Vgl. Ostwald, Analytische Chemie, $. 16. 
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ständnis näher kommen. Sie erklären aber gleichzeitig, daß man den 
Resultaten, die mit den Methoden von Müller und Gerhardt, von Brugsch 
und Retzlaff, von Eppinger und Charnas, von Wilbur und Addis, wie 
der úbrigen oben genannten Autoren mit einiger Skepsis entgegen- 
treten muß, und in der Tat wird sich die nach diesen Auseinander- 
setzungen zu erwartende Feststellung ergeben, daß die zahlenmábigen 
Ergebnisse jener Forscher sich als viel zu niedrig erweisen. 

Die Möglichkeit aber, die Mengen der bei den einzelnen Extrak- 
tionen erhaltenen Farbstoffmengen in immer wieder fast genau gleicher 
Kurvenform zum Ausdruck bringen zu können, beweist, daß die Pigment- 
ausziehung eine gesetzmäßige ist. Das setzt uns ohne Zweifel in den 
Stand, eine annähernd quantitative Urobilinbestimmung in den Fäzes 
zu erzielen. 

Aus den Kurven ergibt sich mit aller Deutlichkeit: durch die 
Größe der ersten E.ctraktion ist sowohl die Zuhl aller folgenden wie die 
Summe der bei diesen erhaltenen Farbstoffmenge eindeutig bestimmt. 
Dieser Satz involviert sogar eine für dic Technik der Urobilinbestimmung 
im Stuhl in der Klinik sehr wichtige Tatsache, daß man in praxi im 
allgemeinen nur die erste Extraktion auszuführen braucht, um daraus 
schon die Möglichkeit zu haben, die Gesamtmenge zu berechnen. Für 
genaueres Arbeiten ist es jedoch erforderlich, nach der Formel der 
Exponentialfunktion log e, — log e, = (n — 1).k, nachdem zwei Extrak- 
tionen ausgeführt sind, besser noch drei oder vier, um nicht zwei auf- 
einanderfolgende zur Bestimmung von /: zu wählen, für eine ganze Reihe 
von ganzzahligen n das zugehörige e zu berechnen 1), und die Summe der 
bestimmten und errechneten e als Gesamturobilinwert zu nehmen. 
Ein zweifellos nicht einfaches Verfahren. Man kann aber viel schneller 
zum Ziele gelangen. Aus unseren Bestimmungen ergab sich, daß zwei 
aufeinanderfolgende Extraktionen nahezu (unter Berücksichtigung von 
Versuchsfehlern) immer gleiche Quotienten zeigten, so daß für die 
Praxis man ohne weiteres die Formel in Anwendung bringen kann: 


a+ AR teag A og = 


C 
= e = = š 
1 l—q 


Man kann nun fúr eine Anzahl von Bestimmungen sich Mittel- 
werte von q und von diesen wieder den Mittelwert feststellen. Bei 
uns betrug dieser nahezu L für mittlere Ausgangswerte. Das bedeutet 
aber a = 2e,, d. h. die doppelte Menge der bei der ersten Extraktion 
erhaltenen Urobilinmengen gibt den approximativ quantitativen Uro- 


oder 


1) Natürlich nur so viele, als für ein ganzzahliges n, e noch eine nennens- 
werte Größe ergibt. 


542 U. Strasser: 


Die Fragestellungen waren demnach: 

1. Ergeben sich bei der Bestimmung der osmotischen ‚Resistenz 
der gewaschenen und ungewaschenen roten Blutkörperchen so weit 
gehende Differenzen, daß sie klinisch in Betracht kommen ? 

2. Sind die angewendeten Salzlösungen der üblichen sogenannten 
physiologischen NaCl-Lösung überlegen ? 

3. Sprechen die Unterschiede in den gefundenen Zahlen für oder 
gegen die Existenz eines hämolysefördernden Komplexes ? 


Es wurde durchweg Menschenblut verarbeitet, und zwar von 
unausgesuchten Fällen des klinischen Materials, da es sich ja um Ge- 
winnung relativer Werte handelte. An 44 Fällen wurden 157 Einzel- 
bestimmungen ausgeführt. 


Technik. Es kamen die üblichen Reihen nach Hamburger zur Ver- 
wendung. Die Verdünnungen der NaCl-Lösungen wurden jedesmal frisch 
aus einer 0,6proz., titrimetrisch kontrollierten NaCl-Stammlósung und 
Aqua dest. hergestellt. In je 3cem Flüssigkeit in Reagenzróhrchen 
von Lem Durchmesser und 6 cm Höhe wurde dann ein Tropfen Blut (etwa 
0,02 ccm) aus stets der gleichen Pipette unter gleichem Winkel eingebracht. 
Die Gerinnungshemmung erfolgte zum Teil durch Natriumeitratzusatz 
meist wurde durch Schütteln mit Glasperlen defibriniert. Einige (hier 
nicht angeführte) Paralleluntersuchungen zeigten die Gleichheit der Resul- 
tate bei beiden Verfahren. Die Ablesung erfolgte nach drei- bis vierstündigem 
Stehen, der ganze Versuch wurde bei Zimmertemperatur durchgeführt. Es 
kamen nur zwei Werte, BL (Beginnende Lyse = Minimumresistenz) und 
KL (Komplette Lyse = Maximumresistenz) zur Feststellung. 

Als Waschflüssigkeiten wurden die übliche 0,85proz. physiologische 
NaCl-Tösung, die von Brinkmann verwendete Lösung (0,7% NaCl, 0,18%, 
NaCO,, 0,02% CaCl, x 6 Aqua, 0,02% KCI), die Tyrodesche Lösung 
(0,8% NaCl, 0,02% KCI, 0,03 % CaCl,, 0,02% MgCl, 0,01% NaH,PO,, 
0,0005% NaHCO,), sowie die in ihrer Zusammensetzung durch Fabriks- 
geheimnis geschützte Normosallösung verwendet. Die Waschung erfolgte 
in üblicher Weise durch mehrmaliges Zentrifugieren und Wiedöaraufschütteln 
mit frischer Waschflüssigkeit. Die schließliche Konzentration der Auf- 
schwemmung wurde volumetrisch der der im Serum verbliebenen roten 
Blutkörperchen angeglichen. Dieses Vorgehen scheint erlaubt im Hinblick 
auf die Resultate von Schultz und Charlton, die fanden, daß erst die Ver- 
ringerung der korpuskulären Elemente auf ein Viertel bis ein Achtel eine 
scheinbare Erhöhung des Wertes der beginnenden Lyse zur Folge hat. 
weil dann die geringen Spuren des in der höheren Konzentration schon 
ausgetretenen Hämoglobins dort noch nicht merkbar werden. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle I übersichtlich zusammengestellt. 
Es war demnach die BL bei Waschung mit physiologischer NaCl- 
Lösung in etwa 97 %, mit Brinkmanns Lösung in 76%, mit Normosal 
in 95%,, mit Tyrodelósung in 93% gleich oder erhöht (d. h. Minimun- 
resistenz herabgesetzt), der Wert der KL bei Waschung mit physio- 
logischer NaCl-Lösung in 90%, mit Brinkmanns Lösung in 88%. 
mit Normosal in 71%, mit Tvrode in 80%, der Fälle gleich oder er- 
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niedrig! (Maximumresistenz erhöht). Somit fand sich in der über- 
wiegenden Mehrzahl der Fälle die Resistenzbreite nach der Waschung 
gleich oder größer als bei der Bestimmung im ungewaschenen Zustand. 



































Tabelle I. 

ee az | bewirkt j 

ie E o | a, 

Ele: al da |84. p3 a da le 
EEEE HFE E REER: EERE & 
, Vg SEKE 33 3 TREERE 3885 ge 
Waschung mit (3313232 | 2528 | „5 EHS, 3425 S 
SE AZRA | EzE 35/6272 5372 3% 
c¿jalgjal gS RL E al gs 

S | | in Fällen in Fällen 

Phys. NaCl-Lösung . . 32, 20 E 19 | 10 
Brinkmann-Lósung ..' 33: 18 6 H. 4 19 10 
Normasol ....... 21: 16 1 41 6 11 4 
Tyrode `... l4; 12 | 1 I1 2 9 3 


Hier muß eingeschaltet werden, daß diese Divergenz gegenüber 
den Resultaten von Brinkmann und van Dam damit zusammenhängen 
kann, daß obige Resistenzbestimmungen, wie üblich, gegen NaCl- 
Lösungen in fallender Konzentration vorgenommen sind, dagegen in 
jenen Bestimmungen die zur Waschung verwendete komplizierte Salz- 
lösung mit gleichbleibender CaCl,, NaHCO,- usw. Konzentration 
und nur fallendem NaCl-Gehalt angewendet wurde, ein Vorgehen, 
daß unseres Erachtens unübersichtliche Verhältnisse bedingt und daher 
nicht einwandfrei erscheint. 

Die Erklärung unserer Ergebnisse möchten wir darin sehen, daß 
keine der angewandten Lösungen das Gefüge der Erythrozyten wirklich 
intakt läßt, sondern zumeist eine Änderung im Sinne einer Herab- 
setzung der Resistenz gegenüber hypotonischen Salzlösungen die Folge 
ist. Die so häufige Erhöhung der Maximumresistenz möchten wir 
mit Holler als eine scheinbare insofern ansehen, als durch das vermehrte 
Zugrundegehen der lädierten gewaschenen Blutkörperchen eine höhere 
als die ursprünglich eingestellte Lösungskonzentration resultiert. 

Die Durchsicht der Einzelresultate, deren ausführliche tabellarische 
Wiedergabe aus Platzmangel unterbleiben mußte, lehrt im allgemeinen, 
daß die Differenzen der Werte mit und ohne Waschung selten größer 
sind als man bei strenger Kritik die Fehlergrenze der Methode setzen 
muß. Jedenfalls ist bei jenen klinischen Fällen, bei denen die 
osmotische Resistenz der Roten als differentialdiagnostisches Hilfsmittel 
herangezogen wird (hämolytischer Ikterus, perniziöse Anämie), nur 
solchen Differenzen Wert beizumessen, die auch bei der Bestimmung 
der Resistenz ohne Waschung eine Abweichung von der Norm ergeben. 
Freilich zeigt ein einschlägiger Fall meines Materials mit einer eben 
pathologisch herabgesetzten Resistenz der in physiologischer Kochsalz- 
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lösung gewaschenen Blutkörperchen bei Normalwerten der un- 
gewaschenen die Notwendigkeit beider Bestimmungsarten. 

Die eingangs gestellten Fragen beantworten sich demnach folgender- 
maßen: Ad 1. Die Differenzen der Werte, die sich bei Bestimmung 
der Resistenz der gewaschenen und ungewaschenen Erythrozyten er- 
geben, sind im allgemeinen nicht so groß, daß sie klinisch in Betracht 
kommen, so daß zumeist die Bestimmung der ungewaschenen Resistenz 
genügt. Bei Verdacht auf hämolytischen Ikterus oder pernizióser 
Anämie ist die Bestimmung beider Werte zu fordern. Im Falle starker 
Färbung des Serums (Ikterus) ist die Waschung im Interesse besserer 
Ablesungsmöglichkeit empfehlenswert. 

Ad 2. Keine der verwendeten Salzlösungen ist als physiologisch 
insofern anzusehen, als sie die roten Blutkörperchen bei der Waschung 
tatsächlich ungeschädigt ließe. Kine Bevorzugung der einen oder 
anderen gegenüber der üblichen sogenannten physiologischen NaCl- 
Lösung läßt sich aus obigen Untersuchungen nicht begründen. 

Ad 3. Die vielfach gefundene Erhöhung der Resistenzbreite — 
Erniedrigung der Minimumresistenz bei Erhöhung der Maximum- 
resistenz — scheint neuerdings gegen die Annahme zu sprechen, daß 
durch das Waschen ein die osmotische Hämolyse fördernder oder 
hemmender Komplex entfernt werde. 
| Anhangsweise seien noch einige in Tabelle 11 verzeichnete Parallel- 
bestimmungen der Resistenz gegenüber fallenden NaCl-Lösungen einer- 
seits, fallenden Normosallösungen andererseits verzeichnet, die eine 
weitgehende Gleichheit der Resultate und zum Teil gleichfalls die 
Erweiterung der Resistenzbreite als Folge der Waschung erkennen 
lassen. Da diese Versuchsanordnung nur den Nachteil des Arbeitens 
mit der wenig haltbaren und titrimetrisch nicht kontrollierbaren 
Normosallösung und keinen ersichtlichen Vorteil hat, wurden die 
Untersuchungen dieser Art nicht weitergeführt. 


























Tabelle II. 
Ir Osmotische Resistenz gegen o 
Hypoton. Na Cl-Lósung Hypoton. Normosallösung 
| 600), bis 0.20% 0,60%, bis 0,20% 
Nr.. Klinische Diagnose | z Steeg EE 
p! s phys. , in 1 proz. 
| | hen EE | Be Se 
| Stil BL KL BL:KL BL Ei 
52 Pyelitis Be E e a 0,42 | 028 — | — 0,42 | 0,28 | 0,46 02 
60 | Cholezystitis . . . . 0,4010,20 0,42 0,20 0421024. 044 02 
65; Lues II, 4610,26 0,47 | 022 041022 04 02 
66 Lymphatische | 
. _ Leukämie . . . . 0,44 028 0,46 ¡ 0,26 10,44 022 044 024 


De 038024 040 022 l038/020' 040: 02 
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Hämocarbamidometer; ein Apparat zur Bestimmung des 
Harnstoffs in geringen Mengen von Blutserum. 


Von 
Zoltan Aszodi. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universität Budapest. | 
(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In dem vor kurzem von Partos!) und dann von mir beschriebenen 
Apparat?), der dann Carhamidometer benannt wurde, wird der Ham- 
stoff durch Urease in kohlensaures Ammonium verwandelt und das 
Umwandlungsprodukt durch Schwefelsäure zersetzt; da dies alles in 
einem verschlossenen Raume stattfindet, läßt sich aus dem Druck 
der in Freiheit gesetzten Kohlensäure die Menge des Harnstoffs be- 
rechnen. 

Der Apparat, dessen genaue Beschreibung im Original nachzulesen 
ist, stellt im wesentlichen eine U-förmige Röhre dar, deren kürzerer Schenkel 
in eine verschließbare Hohlkugel, die eine bestimmte Menge Quecksilber 
enthält, ausgeht, während der andere längere Schenkel mit einer Skala 
versehen ist. Der zu prüfende Harn wird in die Hohlkugel über das Queck- 
silber gebracht, mit etwas Urease versetzt, das in der verlängerten Achse 
der Hohlkugel befindliche Röhrchen mit Schwefelsäure angefüllt, so zwar, 
daß die Schwefelsäure zunächst noch nicht zum Harn hinunterfließen 
kann. Nach Ablauf einer gewissen Zeit, die zur Umwandlung des Harn- 
stoffs nötig ist, läßt man dem Harn die Schwefelsäure zufließen, wodurch 
aus dem entstandenen kohlensauren Ammonium Kohlensäure in Freiheit 
gesetzt und das Quecksilber im offenen Schenkel des Apparates längs 
der Skala emporgetrieben wird. Da die Skala empirisch kalibriert ist. 
läßt sich aus dem erreichten Stande der Quecksilbersäule der Harnstoff- 
gehalt der in den Apparat eingefüllten Probe berechnen. 


Die sehr befriedigenden Irgebnisse, die im Harn mittels des Carb- 
amidometers zuerst von Partos und nachher von mir erreicht wurden. 
ließen mich hoffen, auf dieselbe Weise den Harnstoff auch im Blut- 
serum exakt bestimmen zu können, was ja derzeit ungleich wichtiger 
und auch dankbar erscheinen muß. Denn, wenn es gelingen sollte. 
innerhalb des Rest-N, dem heute mit Recht eine so eminente Bedeutung 


1) Diese Zeitschr. 103, 292. 
2) Ebendaselbst 128, 391. 
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zugemessen wird, die Harnstofffraktion zu erfassen, würde hierdurch 
ein weiterer Schritt zur Klärung so mancher wichtiger Fragen getan sein. 

Daß die Umwandlung des Harnstoffs durch die Soja-Urease auch 
im Blute möglich ist, daran war von vornherein kaum zu zweifeln. 
Die Schwierigkeiten, denen ich entgegensehen mußte, waren bloß 
technischer Art, darin bestehend, daß a) eine Versuchseinrichtung 
gefunden werden mußte, die eine möglichst geringe Blutentnahme 
erheischt, und b), daß das Blutserum an sich bereits Carbonate enthält. 
Da nämlich bei der in Frage stehenden Methode das aus Harnstoff 
gebildete Ammoniumcarbonat mit Schwefelsäure zersetzt und aus 
dem Druck der in Freiheit gesetzten Kohlensäure die Menge des 
Harnstoffs berechnet wird, mußte es von vornherein als mißlich 
angesehen werden, wenn man für den Kohlensäuregehalt des Blut- 
serums eine wenn auch von Fall zu Fall festgestellte Korrektion an- 
bringen wollte, die das Mehrfache davon beträgt, als nach erfolgter 
Korrektion vom 'berechneten Werte übrig bleibt und eben dem ge- 
suchten Harnstoff entspricht. 

Ad a). Dem ersteren der beiden Gesichtspunkte konnte dadurch 
Rechnung getragen werden, daß der Apparat an verschiedenen Stellen 
wesentlich verändert wurde. So ist im neuen Blutserumapparat der 
Gasraum oberhalb des Quecksilbers nicht größer, als zur Aufnahme 
von etwa 2 cem Flüssigkeit erforderlich ist. Die wesentlichste Änderung 
hat aber das aus zwei Teilen bestehende Ansatzstück (s. in Abb. 1 
der Partosschen Mitteilung) erfahren, dessen relativ großer Innenraum 
als toter Raum Schuld daran trägt, daß das alte Modell zur Prüfung 
an Harnstoff armer Flüssigkeit nicht geeignet ist. 

An Stelle dieses Ansatzstückes enthält der für Blutserum bestimmte 
Apparat, das Hämocarbamidometer!), einen Glasstopfen, der von 
einem schräg verlaufenden Kanal durchbohrt ist. Der Kanal dient 
zur Aufnahme der Schwefelsäure, durch die die Kohlensäure in Freiheit 
gesetzt werden soll, und wollen wir seine obere Mündung mit O, die 
untere Mündung mit U bezeichnen. 

Der Halsteil der das Quecksilber enthaltenden Hohlkugel ist in 
gleicher Höhe mit der Mündung O durchbohrt; von O verläuft längs 
der Außenwand des Stopfens eine etwa 1 mm tiefe und recht breite 
Rinne ganz herab, so daß dadurch auch die untere Fläche des Stopfens 
am Rande in Form eines Einschnitts eingekerbt erscheint. Diese Rinne 
läßt, wenn Mündung O und die Bohrung im Halsteil der Hohlkugel 
einander korrespondieren, cine Kommunikation zwischen dem Innen- 
raum der Hohlkugel und der Außenluft zu, so daß der Apparat, nach- 


1) Der Apparat wird kalibriert geliefert durch Glastechniker A. Huber, 
Budapest, Technische Hochschule, I. Budafoki ut 8. 
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rasch ansteigen. Hat dieser Anstieg unter fortgesetztem kSchúttelo ein 
Maximum erreicht, wartet man, bis der Apparat wieder Zimmertemperatur 
angenommen hat und liest sodann den Stand des Quecksilbers an der 
Skala ab. Von diesem Werte wird, sofern der Apparat zu Beginn nicht 
genau auf den Nullpunkt eingestellt war, der Anfangsstand abgezogen und 
der Rest mit dem Kaliber des Apparats multipliziert. Auf diese Weise 
erhält man sofort den Harnstoffgehalt von 1l cem des Blutserums in Milli- 
grammen. Kommt es auf eine besonders große Genauigkeit an, so müssen 
auch die innerhalb der 2 Stunden etwa erfolgten Änderungen der Tempe- 
ratur und des Barometerstandes berücksichtigt werden. Es lassen sich auf 
Grund von Versuchen, die ich eigens zu diesem Zwecke ausgeführt habe. 
entsprechende Korrektionen in der einfachsten Weise anbringen, indem 


eine Temperaturzunahme um 1°C eine Korrektion von — 2 mm 
vn Temperaturabnahme „ 1°C - ga a +2, 
ein Ansteigen des Barometers um l mm eine Korrektion von + 0,4 „ 
99 Absinken 29 ,9 „ 1 99 za an ,> SE 0,4 zs 
erheischt. 


Beispiel der Berechnung eines Versuchs. Während der Versuchsdauer 
zeigte das in unmittelbarer Nähe des Apparats aufgehängte Thermometer 
einen Temperaturanstieg von 1,5°C, das Barometer eine Luftdrucksenkung 
von 0,8 mm. 


Der Stand des Quecksilbers betrug nach der ne . . 0,8mm 














am Schluß des Versuchs. . . . . a 2 2 . eà . . . 42,1 
Queckailberanstig ` . . 417 mm 
Die Temperaturkorrektion beträgt — 1,5 x 2... Al n 
38,7 mm 
Die Barometerkorrektion beträgt — 0,4 x 0,8 . . . . . . . —03 „ 
38,4 mm 


Das Kaliber des verwendeten Apparats Gegen 0,294, daher in 1 cem 
des untersuchten Serums 0,294 x 38,4 = 1,129 mg = 0,113% Harnstoff 
erhalten waren. Verfügt man über zwei Apparate, so wird der zweite nur 
mit Serum oder Wasser und Schwefelsäure, jedoch nicht mit Urease be- 
schickt, also bloß als Thermobarometer verwendet, indem man nach Ab- 
lauf von 2 Stunden, ohne die Schwefelsäure herabfließen zu lassen, abliest. 
An dem am ersten Apparat, in dem die Ureasewirkung stattgefunden hat, 
abgelesenen Werte wird die Veränderung, die am zweiten stattgefunden 
hat, einfach als Korrektion in Rechnung gebracht. 

Kontrollversuche. Von der Richtigkeit der Voraussetzungen, auf 
denen die oben beschriebene Harnstoffbestimmung beruht, habe ich 
mich durch folgende Kontrollversuche überzeugt: 

a) Aus reinstem Harnstoff wurden mittels einer %proz. Weinsäure- 
lösung verschieden konzentrierte Lösungen hergestellt, und an je 2 ccm 
dieser Lösungen die Harnstoffbestimmung ausgeführt. Das sehr befriedi- 
. gende Ergebnis dieser Versuche ist aus nachfolgender Tabelle I zu ersehen. 

b) In Leem eines Blutserums wurde der Harnstoffgehalt auf die 
beschriebene Weise bestimmt und nun die Bestimmung am selben Serum 
ausgeführt, nachdem es vorher mit l cem einer Harnstofflösung von be- 
kannter Konzentration versetzt wurde. Aus den Ergebnissen dieser Ver- 
suche, deren Daten in nachfolgender Tabelle II zusammengestellt sind, 
ergibt sich eine vorzügliche Übereinstimmung in dem experimentell er- 
mittelten und dem berechneten Zuwachs des Serums an Harnstoff. 
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Tabelle I. 





| Harnstoff Durch die Bestimmung 


mebr (+) oder 





Nr. 
































A us P 5 
Versuche | ir dagh j EES EEN weniger (—) erbalten 
, mg | mg | d ` 
; LEE 
| 5,45 5,54 | 416 
5,45 5,43 | — 0,3 
| 5,45 5,36 | — Lë 
| 2,73 2,83 ! 3,6 
| 2,73 2,76 | 1,1 
0,545 0,515 | — 5,5 
j 0,545 0,547 | +0,3 
Tabelle II. 
Harnstoff 
A in Iccm Se i 
wen 2 nalen > superponiert Gesamtharnstoff S9 Mee eg 
mg mg 
1 3,390 | 2,72 
2 4,195 | 2,84 
3 3,288 3,01 
4 4,114 | 3,56 
5 4,131 3,69 
6 3,874 | 3,62 
7 4.816 Ä 3.61 
8 4.617 3,62 





c) Endlich habe ich 50 ccm Serum nach der Folin-Denisschen Methode 
mittels der zehnfachen Menge Methylalkohol enteiweißt, filtriert, die 
Hälfte des Filtrats, die genau 25ccm Serum entsprach, bei Zimmer- 
temperatur durch einen kräftigen Luftstrom so weit eingeengt, bis er von 
Methylalkohol befreit war, den Rest in einen kalibrierten Meßkolben von 
25 ccm Fassungsraum überführt, mit destilliertem Wasser auf 25 ccm 
aufgefüllt und an 1 ccm dieser Lösung, die 1 ccm des ursprünglichen Serums 
entsprach, die Harnstoffbestimmung ausgeführt. Gleichzeitig wurden auch 
in 1 ccm des ursprünglichen Serums der Harnstoff bestimmt und die nach 
beiden Methoden erhaltenen Werte verglichen. Wie aus Tabelle III zu 
ersehen, stimmen die Werte auch hier gut bzw. vorzüglich überein. 











Tabelle III. 
Ne; AE 
we am nativen Serum | am enteiweißten Serum 
= =n SS EE SE SC Gees ee 
1.101,22 1,176 
2 | 0,993 0,987 


Kalibrierung des Apparats. Um an einem Apparat das ein für allemal 
gültige Kaliber feststellen und es zur Berechnung des Harnstoffs verwenden 
zu können, muß in der Hohlkugel stets dieselbe Menge Quecksilber ent- 
halten, und zwar so bemessen sein, daß das Quecksilberniveau im längeren 
Schenkel des Apparats mit dem Nullpunkt der Skala annähernd genau 
zusammenfalle. Die Kalibrierung erfolgt, wie seinerzeit am ursprünglichen 
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Modell beschrieben wurde, so, daß je 2ccm verschieden konzentrierter, 
frisch bereiteter Iösungen von Natriumcarbonat (aus chemisch reinstem 
Natriumhydrocarbonat angefertigt) in der geschlossenen Hohlkugel mit 
Schwefelsäure, wie zuvor beschrieben, zersetzt werden. Die Konzen- 
tration der verwendeten Lösungen muß natürlich genauestens bekannt 
sein. Man notiert die Quecksilbersteighöhen, die den verschiedenen Mengen 
in Freiheit gesetzter Kohlensäure bzw. den hieraus berechneten Harnstoff- 
mengen entsprechen, berechnet sodann, welche Mengen der in Freiheit 
gesetzten Kohlensäure bzw. des Harnstoffs es sind, die einen Anstieg des 
Quecksilbers um 1 mm veranlassen. Der Mittelwert aller an einem Apparat 
so erhobenen Werte ist das Kaliber des Apparats. Nachstehend seien die 
Daten angeführt, aus denen das Kaliber einiger von mir verwendeter 
Apparate berechnet wurde. 











Tabelle IV. 
Nr | a Freibeit |12 Freiheit esctater N | 1 mm ES E 
des gesetzt CO: in Harnstoff Hg-Anstieg | entspr.ıht Harnstoff 
Apparats | umgerechnet | ` 
Ste | mg OoOO g | mn o mg 
la |! 0417 | 0,569 ` ` 18,4 | 0,0309 
0.833 RES | 372 0.0306 
2,084 2,844 93,7 | 0.0304 
4,167 5,688 | 186,7 | 0.0305 
| Mittelwert 0,0306 
2a 0,417 0,569 19,5 0.0294 
| 0,833 1,138 38 4 | 0.0296 
| 2,084 2,844 96,3 0,0295 
| 4,167 5,688 1951 ` 0,0292 
| Mittelwert 0,0294 
1 ] 0,643 0,876 | 27,8 0,0315 
| 1286 1753 | 36. 0087 
2,571 3,588 | 105,6 : 0,0332 
Ä 3,870 5,278 164,5 | 0.0331 
| 5,160 7,036 2128 ! 00331 
| | Mittelwert 0,0325 
| N 
2 | 0,643 0,876 25,1 0,0338 
| 1,286 1,753 52,1 0,0337 
| 2,571 3,588 100,8 Ä 0,0348 
| 3,870 5,278 | 160,8 | 0,0328 
5,160 7,036 | 208,9 0.0337 























Versuch herrührende Schwefelsäurespuren die Ureasewirkung gehemnt 
oder zum mindesten beeinträchtigt werden könnte, wird nach beendetem 
Versuch der über dem Quecksilber befindliche Raum in der Hohlkugel 
durch einen kräftigen Wasserstrahl so lange gespült, bis das abfließende 
Wasser durch Methylorange nicht mehr rot gefärbt wird. Reste der Urease, 
die sich in Form kleiner Krümelchen zwischen Quecksilber und Innenwand 
der Hohlkugel oft hartnäckig festhaken, werden mit einer Federfahne 
entfernt. 


Über den Übergang des Athylalkohols 
in die Milch stillender Frauen. 


Von 
John Olow. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut Lund.) 
(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem veröffentlichte ich in dieser Zeitschrift!) die Resultate 
einer Untersuchung über den Übergang des Äthylalkohols von Mutter 
zu Frucht, welche ich mit der Mikromethode von Widmark ausgeführt 
hatte. Mir dieselbe vorzügliche Methode zunutze machend, habe ich 
die Frage vom Übergang des Alkohols in die Milch in Angriff genommen 
und eine Reihe von Analysen an entbundenen Frauen ausgeführt. 

Auch auf diese Frage ist Nicloux in seiner früher erwähnten Arbeit 
(Recherches expérimentales sur l'élimination de l'alcool dans l'orga- 
nisme, Paris 1900) eingegangen. In vier Tierversuchen und fünf Ver- 
suchen an stillenden Frauen wurden insgesamt 47 Bestimmungen an 
der Milch ausgeführt, welche ergaben, daß sowohl bei größeren (Tier- 
versuche) wie bei kleineren (Versuche an Frauen) Dosen der Alkohol 
in der Milch nachzuweisen war, bei den größeren Gaben noch nach 
vielen (etwa 8) Stunden, bei den kleineren etwa 2 Stunden nach der 
Eingabe. In drei der Tierversuche wurden vergleichende Bestimmungen 
der Alkoholkonzentration im Blute ausgeführt: in einem Falle, wo die 
Milchdrüse noch nicht in voller Funktion war, zeigte das Blut eine 
bedeutend höhere Konzentration wie die Milch, in den beiden anderen, 
wo das Stillen in vollem Gange war, erreichten die Milchproben beinahe 
die Konzentration der Blutproben. 


1) Diese Zeitschr. 134, 407, 1922. 
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Schon diese álteren Versuche von Nicloux, wie auch unsere durch 
spätere Erfahrungen gewonnene Auffassung von der Fähigkeit des 
Alkohols, sich durch bloße Diffusion auf die Gewebe und Flüssigkeiten 
des Körpers zu verteilen, sprechen dafür, daß der Alkohol auch in die 
Milch durch Diffusion, nicht durch Sekretion übergeht. 

Um dies zu konstatieren, und um den feineren Verlauf der Diffusion 
zwischen Blut und Milch kennen zu lernen, habe ich, wie erwähnt. 
mit der Mikromethode von Widmark eine Anzahl von Serienunter- 
suchungen in folgender Weise ausgeführt: 

Stillenden Frauen wurde nüchtern 20g absoluter Alkohol in der 
früher angegebenen (l. c., S. 411) Verdünnung eingegeben. Mit gleichen, 
aber in den verschiedenen Fällen verschiedenen Zwischenräumen 
wurden parallele Proben von der Milch und vom Kapillarblut auf- 
genommen und nach der früher beschriebenen Methodik analysiert. 

Da wir den Übergang des Alkohols aus dem Blute in die Milch 
untersuchen wollen, begegnen uns in gewisser Hinsicht die gleichen 
Versuchsbedingungen, welche uns von dem klassischen Problem der 
Elimination der Kohlensäure durch die Lungen bekannt sind. Wie 
wir die Diffusion der Kohlensäure aus dem Blute nur in der Weise 
studieren können, daß wir durch tiefe Exspirationen die in den gröberen 
Luftwegen stehende Atmungsluft austreiben und somit die im intimsten 
Kontakt mit dem Blute stehende Alveolarluft zur Analyse erhalten, 
so müssen auch in dem vorliegenden Problem die Diffusionsverhältnisse 
nicht auf der Milch, welche eventuell in den gröberen Milchgängen 
steht, sondern auf der Alveolarmilch untersucht werden. 

Um darüber Aufschluß zu erhalten, welche Quantität Milch er- 
forderlich wäre, um das ‚schädliche Raum" der Milchdrüse auszu- 
spülen, wie viel also ausgesaugt werden müßte, um Alveglarmilch, oder 
wenigstens dieser hinsichtlich der Diffusion gleichkommende Milch zu 
erhalten, wurde der folgende Versuch ausgeführt: 

Versuch 1. Erstgebärende. Gewicht 57,6kg. 8 Tage nach der Geburt. 
Um 7 Uhr morgens Alkoholeingabe. Von 8 Uhr 40 Minuten ab werden, 


ohne vorheriges Aussaugen, in schneller Folge folgende Proben auf- 
genommen. 











| | Gewicht ST Gewicht | Alkohol» | Gewicht | Alkohol» 

Nr. ¡y der Proben | konzentration Nr. der Proben | konzentration 

eh eur es De 8 Ti më | o ` 
1 64 0,415 9 | 72 0,306 
2 105 0,603 10 75 0,490 
3 75 0,407 11 65 0,226 
4 127 0,560 12 75 0,332 
5 70 : 0,573 13 119 0,318 
6 56 | 0,817 14 94 | 0,324 
T | 55 0,442 15 | 67 | 0,284 
8 | 92 0,276 16 ¡ 92 0,313 
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Die elf ersten Proben weisen durchschnittlich eine höhere Alkohol- 
konzentration wie die späteren auf, was dadurch erklärt wird, daß 
die Alkoholkonzentration des Blutes während des Versuchs im Fallen 
war. Sie weisen aber auch höchst bedeutende Schwankungen auf, 
was in der Weise erklärt werden muß, daß bei der Aufnahme der Proben 
die in den äußeren Milchgängen stehende Milch mit Alveolarmilch 
mehr oder weniger vermischt wurde. Erst von der zwölften Probe ab 
hören diese Schwankungen auf, und die Konzentration zeigt danach 
nur ein stetes langsames Sinken. Nesen 

Die elf ersten Proben enthalten aber zusammen 856 mg, also 
weniger als 1 cem, da das spezifische Gewicht der Milch etwa 1,03 ist. 


Der Versuch zeigt also, daß die Quantität Milch, welche sich in 
den äußeren Teilen der Drüse befindet, welche schon sezerniert ist und ` 
zu welcher somit der Alkohol nur langsam dringt, sehr gering ist und 
jedenfalls 1 cem nicht überschreitet. 2. 


Der folgende Versuch, in welchem vier Proben aus jeder Brust 
nach Aussaugen von 1 bzw. 2ccm Milch aufgenommen wurden, be- 
stätigt diesen Schluß. 

Versuch 2. Erstgebärende. Gewicht 59,6 kg. 13 Tage nach der Geburt. 


Um 7 Uhr 15 Minuten morgens Alkoholeingabe. Um 8 Uhr 13 Minuten, 
nach Aussaugen von 1 ccm Milch, wurden folgende Proben aufgenommen: 


Gewicht Alkohol» 














der Proben konzentration Durchschnitt 
mg i o f Da 
89 0,381 
54 0,356 
80 0,395 Ge 
65 0,400 


Um 8 Uhr 30 Minuten 
nach Aussaugen von 2ccm Milch aus der anderen Brust: 


68 au | 

66 0.368 

75 0,316 0,34 
95 0333 


Die beiden Reihen weisen somit dieselbe Konstanz der Werte auf, 
woraus der Schluß berechtigt wird, daß ein Aussaugen von l cem 
Milch genügt, um konstante Werte zu erhalten. Im folgenden habe 
ich also vor der Aufnahme jeder Milchprobe durch Aussaugen mit der 
Milchpumpe diese Quantität aus der Brust entleert. 


.—— 


Nach diesen einleitenden Untersuchungen folgen dann die eigent- 
lichen Versuche, welche den Verlauf der Diffusion zwischen Blut und 
Milch zu eruieren suchen. Sie werden in extenso wiedergegeben. 
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dem er mit Serum und Urease beschickt war, auf den herrschenden 
Luftdruck, also auf den Nullpunkt eingestellt werden kann. Die Rinne 
hat jedoch auch einen zweiten Zweck. Wird nämlich, nachdem der 
Stopfenkanal (in der unten beschriebenen Weise) mit Schwefelsäure 
beschickt war und die Ureasewirkung bereits stattgefunden hat, der 
Glasstopfen (um die Sehwefelsäure herabfließen zu lassen) so herum- 
gedreht, daß nun die Mündung U mit der Ausbuchtung am Halsteil 
der Hohlkugel korrespondiert, so stünde dem Abfließen der Schwefel- 
säure eigentlich nichts mehr im Wege; und doch würde, falls die in 
Frage stehende Rinne nicht vorhanden wäre, keine Schwefelsäure ab- 
fließen können. Da nämlich bei dieser Stellung des Stopfens die Mün- 
dung O an die umgebende, nicht durchbrochene Wand des Halsteils 
blind aufstößt und im engen Kanal neben der Schwefelsäure keine 
Luft vorüber kann, müßte hinter der abfließenden Schwefelsäure ein 
Vakuum entstehen; mit einem Worte: die Schwefelsäure könnte nicht 
abfließen. Ist aber die Rinne in der beschriebenen Weise am Stopfen 
angebracht, so vermittelt sie die Kommunikation zwischen Kanal- 
lumen und dem Gasraum in der Hohlkugel, demzufolge durch Rinne 
und Mündung O hindurch Luft aus den Gasraum hinter die Schwefel- 
säure nachrücken und diese glatt abfließen kann. 

Ein zweites Moment, das viel zur Vergrößerung der Ausschläge 
des Apparats beiträgt und ihn. hierdurch empfindlicher macht, ist. 
daß der Schenkel, in dem der Quecksilberanstieg erfolgt, viel enger 
als am alten Modell, 2 bis 3 mm weit, genommen wurde. 

Ad b). Um das Blutserum von den präformierten Carbonaten zu 
befreien bzw. um zu verhüten, daß aus diesen bei der Zersetzung durch 
Schwefelsäure Kohlensäure in Freiheit gesetzt werde, die sich dann 
der Kohlensäure gus dem umgewandelten Harnstoff  hinzugesellen 
würde, mußte nach einer Säure gefahndet werden, die in einer geeigneten 
Konzentration fähig ist, die präformierten Carbonate zu zersetzen. 
andererseits aber die Wirksamkeit der Urease nicht beeinträchtigt. Zu 
diesem Zweck durchaus geeignet wurde eine Y,proz. Lásung von Wein- 
säure befunden. Wird mit Y,proz. Weinsäure behandeltes Serum im 
Apparat mit Schwefelsäure zersetzt, so erfolgt kein Anstieg der Hg- 
Säule zum Zeichen dessen, daß die präformierte Kohlensäure aus dem 
Serum durch die Weinsäure tatsächlich vorangehend bereits aus- 
getrieben war. 


Ausführung eines. Versuchs. 


Nun soll zunächst beschrieben werden, wie ein voller Versuch aus- 
geführt wird, und nachher sollen im Anschluß hieran einige Bemerkungen 
angeknüpft werden. 

Mit Hilfe der dem Apparat beigegebenen Pipette werden je nach der 
vorhandenen Menge erst 1*/, oder 14, oder 2 und dann mit derselben Pipette 
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genau dieselbe Menge einer proz. Lösung von Weinsäure (die ungefähr 
1 Woche lang haltbar ist) in ein kleines Kólbchen eingefüllt und das Ge- 
misch 5 Minuten lang schwach geschüttelt; von diesem Gemisch läßt man 
wieder mit derselben Pipette 2ccm in die Hohlkugel des Apparats über 
das Quecksilber fließen. Nachdem man noch eine kleine Messerspitzevoll 
von der trockenen Urease (nach Hahn und Sophra bereitet) hinzugefügt 
hat, wird der gut eingefettete Stopfen in den Halsteil der Hohlkugel ein- 
gefügt, so zwar, daß die Mündung O mit der Bohrung am Halsteil der 
Hohlkugel korrespondiert (Stellung 1). Nun wird vermittelst einer dünn 
ausgezogenen Glasrúhre 0,1 bis 0,2ccm 30proz. Schwefelsäure in dem 
Stopfenkanal eingeführt, wobei man aber dafür Sorge tragen muß, daß 
der Rand der Mündung O nicht mit Schwefelsäure benetzt werde. 


Y90 


Abb. 1. 


Bei derselben Stellung 1 des Stopfens, wobei der Gasraum úber dem 
Quecksilber mit der Außenluft kommuniziert, wird der Apparat, indem 
man ihn je nach Bedarf nach rechts oder nach links neigt, auf den Null- 
punkt der Skala eingestellt. (Nebenbei sei bemerkt, daß der größeren 
Bequemlichkeit und ‚Genauigkeit halber der Apparat am längeren Schenkel 
die Millimeterskala aufgeätzt trägt.) Jetzt wird der Apparat, indem man 
den Stopfen nach rechts in der Richtung des Uhrzeigers herumdreht, 
verschlossen, wobei beide Kanalmündungen (O und U) blind auf die ent- 
sprechende Glaswand des Halsteils der Hohlkugel aufstoßen (Stellung II). 
Dies alles muß jedoch rasch, innerhalb 1 Minute, geschehen sein, denn 
nach dieser Zeit sieht man am Ansteigen des Quecksilberfadens, daß im 
Blutserum bereits ein Prozeß eingesetzt hatte. Dieser Anstieg dauert etwa 
30 Minuten lang; die Quecksilbersäule beharrt dann bei dem erreichten 
Maximum oder sinkt wieder allmählich gegen den Nullpunkt zurück. 
(Wahrscheinlich kommt dieser Erscheinungskomplex dadurch zustande, 
daß das bei der rasch einsetzenden Fermentwirkung frisch gebildete Ammo- 
niumcarbonat durch die Weinsäure zersetzt und so Kohlensäure in Freiheit 
gesetzt wird. In dem Maße jedoch, als infolge der fortgesetzten Umwand- 
lung des Harnstofís mehr und mehr kohlensaures Ammonium gebildet 
wird, nimmt die Azidität der Flüssigkeit ständig ab, demzufolge keine 
Kohlensäure mehr abgespalten, ja sogar die bereits in Freiheit gesetzte 
wieder in der Flüssigkeit absorbiert wird.) 

Nachdem man den Apparat 2 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen hatte, welche Zeitdauer stets genügt, um die kleine Harn- 
stoffmenge, um die es sich hier handelt, umzuwandeln, wird der Glas- 
stopfen wieder eine Strecke weit nach rechts, in der Richtung des Uhr- 
zeigers, herumgedreht, so zwar, daß jetzt die Mündung U des Kanals mit 
der rinnenförmigen Ausbuchtung des Halsteils der Hohlkugel korrespondiere 
(Stellung III), worauf die Schwefelsäure zum Blutserum in die Hohlkugel 
hinabfließt. Indem man den Apparat, mit dem Sockel auf der Tischplatte 
gleitend, ziemlich rasch hin und her bewegt, wird die Flüssigkeit durch- 
geschüttelt, und man sieht das Quecksilber im offenen Schenkel des Apparats 
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rasch ansteigen. Hat dieser Anstieg unter fortgesetztem Schütteln ein 
Maximum erreicht, wartet man, bis der Apparat wieder Zimmertemperatur 
angenommen hat und liest sodann den Stand des Quecksilbers an der 
Skala ab. Von diesem Werte wird, sofern der Apparat: zu Beginn nicht 
genau auf den Nullpunkt eingestellt war, der Anfangsstand abgezogen und 
der Rest mit dem Kaliber des Apparats multipliziert. Auf diese Weise 
erhält man sofort den Harnstoffgehalt von 1 cem des Blutserums in Milli- 
grammen. Kommt es auf eine besonders große Genauigkeit an, so müssen 
auch die innerhalb der 2 Stunden etwa erfolgten Änderungen der Tempe- 
ratur und des Barometerstandes berücksichtigt werden. Es lassen sich auf 
Grund von Versuchen, die ich eigens zu diesem Zwecke ausgeführt habe, 
entsprechende Korrektionen in der einfachsten Weise anbringen, indem 


eine Temperaturzunahme um 1°C eine Korrektion von — 2 mm 
vn Temperaturabnahme „ 1°C - > = +2 „ 
ein Ansteigen des Barometers um 1l mm eine Korrektion von + 0,4 „, 
IT Absinken 29 29 > 1 H ,> an ?9 Kap 0,4 9 
erheischt. 


Beispiel der Berechnung eines Versuche. Während der Versuchsdauer 
zeigte das in unmittelbarer Nähe des Apparats aufgehängte Thermometer 
einen Temperaturanstieg von 1,5% C, das Barometer eine Luftdrucksenkung 
von 0,8 mm. 








Der Stand des Quecksilbers a nach der a . . 0,8 mm 
am Schluß des Versuchs. . . . . . . . 42,1 

'Quecksilberanstieg ` . . 41,7? mm 

Die Temperaturkorrektion beträgt — 156x2 . ...... —30 „ 

38,7 mm 

Die Barometerkorrektion beträgt — 0,4 x 0,8 . . . . . . . —03 „ 

38,4 mm 


Das Kaliber des verwendeten Apparats betrug 0,294, daher in 1 ccm 
des untersuchten Serums 0,294 x 38,4 = 1,129 mg = 0,113 %, Harnstoff 
erhalten waren. Verfügt man über zwei Apparate, so wird der zweite nur 
mit Serum oder Wasser und Schwefelsäure, jedoch nicht mit Urease be- 
schickt, also bloß als Thermobarometer verwendet, indem man nach Ab- 
lauf von 2 Stunden, ohne die Schwefelsäure herabfließen zu lassen, abliest. 
An dem am ersten Apparat, in dem die Ureasewirkung stattgefunden hat, 
abgelesenen Werte wird die Veränderung, die am zweiten stattgefunden 
hat, einfach als Korrektion in Rechnung gebracht. 

Kontrollversuche. Von der Richtigkeit der Voraussetzungen, auf 
denen die oben beschriebene Harnstoffbestimmung beruht, habe ich 
mich durch folgende Kontrollversuche überzeugt: 

a) Aus reinstem Harnstoff wurden mittels einer proz. Weinsäure- 
lösung verschieden konzentrierte Lösungen hergestellt, und an je 2ccm 
dieser Lösungen die Harnstoffbestimmung ausgeführt. Das sehr befriedi- 
. gende Ergebnis dieser Versuche ist aus nachfolgender Tabelle I zu ersehen. 

b) In Leem eines Blutserums wurde der Harnstoffgehalt auf die 
beschriebene Weise bestimmt und nun die Bestimmung am selben Serum 
ausgeführt, nachdem es vorher mit 1ccm einer Harnstofflösung von be- 
kannter Konzentration versetzt wurde. Aus den Ergebnissen dieser Ver- 
suche, deren Daten in nachfolgender Tabelle II zusammengestellt sind, 
ergibt sich eine vorzügliche Übereinstimmung in dem experimentell er- 
mittelten und dem berechneten Zuwachs des Serums an Harnstoff. 
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Tabelle 1. 
Nr Nr | Harnstoff | Durch SEN 
3 š , s mehr oder 
RE "änt | mus dem Deg || weniger (>) erhalten 
d __ mg \ mg | oo 
i 8 bt SE? NN IS A 
1 la 5,45 5,54 j +1,6 
2 la 5,45 5,43 i — 0,3 
3 2a 5,45 5,36 | — Lë 
4 la 2,73 2,83 j 3,6 
5 2a | 2,73 2,76 | 1,1 
6 2a | 0,545 0,515 | — 5,5 
7 2a | 0,545 0,547 | + 0,3 
Tabelle II. 
! Harnstoff Aus dem Hg-Anstieg berechneter 
Nr. x A A a a 
ve 1n an superponiert Gesamtharnstoff E Lar 
f mg Im PR. mg 
1 | | 3,390 2,72 
2 | 4.195 2,84 
3 | 3,288 3,01 
4 0,555 3,65 4,114 3,56 
5 0,446 3,65 | 4,131 3,69 
6 0,256 3,65 3,874 3,62 
7 y 1.202 3.65 | 4816 | SCH 
8 099 365 | 4617 3,62 


c) Endlich habe ich 50 ccm Serum nach der Folim-Denisschen Methode 
mittels der zehnfachen Menge Methylalkohol enteiweißt, filtriert, die 
Hälfte des Filtrats, die genau 25ccm Serum entsprach, bei Zimmer- 
temperatur durch einen kräftigen Luftstrom so weit eingeengt, bis er von 
Methylalkohol befreit war, den Rest in einen kalibrierten Meßkolben von 
25 ccm Fassungsraum überführt, mit destilliertem Wasser auf 25 ccm 
aufgefüllt und an 1 ccm dieser Lösung, die 1 ccm des ursprünglichen Serums 
entsprach, die Harnstoffbestimmung ausgeführt. Gleichzeitig wurden auch 
in Leem des ursprünglichen Serums der Harnstoff bestimmt und die nach 
beiden Methoden erhaltenen Werte verglichen. Wie aus Tabelle III zu 
ersehen, stimmen die Werte auch hier gut bzw. vorzüglich überein. 











Tabelle III. 
Nr. | In l ccm des Serums gefundener Hamstoff 
ee | am nativen Serum am enteiweißten Serum 
ee SE FREE... O - 
ı | 102 | 1,176 
2 | 0,993 | 0,987 


Kalibrierung des Apparats. Um an einem Apparat das ein für allemal 
gültige Kaliber feststellen und es zur Berechnung des Harnstoffs verwenden 
zu können, muß in der Hohlkugel stets dieselbe Menge Quecksilber ent- 
halten, und zwar so bemessen sein, daß das Quecksilberniveau im längeren 
Scheukel des Apparats mit dem Nullpunkt der Skala annähernd genau 
zusammentfalle. Die Kalibrierung erfolgt, wie seinerzeit am ursprünglichen 
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Modell beschrieben wurde, so, daß je 2ccm verschieden konzentrierter, 
frisch bereiteter Lösungen von Natriumcarbonat (aus chemisch reinstem 
Natriumhydrocarbonat angefertigt) in der geschlossenen Hohlkugel mit 
Schwefelsäure, wie zuvor beschrieben, zersetzt werden. Die Konzen- 
tration der verwendeten Lösungen muß natürlich genauestens bekannt 
sein. Man notiert die Quecksilbersteighöhen, die den verschiedenen Mengen 
in Freiheit gesetzter Kohlensäure bzw. den hieraus berechneten Harnstofi- 
mengen entsprechen, berechnet sodann, welche Mengen der in Freiheit 
gesetzten Kohlensäure bzw. des Harnstoffs es sind, die einen Anstieg des 
Quecksilbers um 1 mm veranlassen. Der Mittelwert aller an einem Apparat 
so erhobenen Werte ist das Kaliber des Apparats. Nachstehend seien die 
Daten angeführt, aus denen das Kaliber einiger von mir verwendeter 
Apparate berechnet wurde. 


Tabelle IV. 


Nr. CO, in Freiheit 























In Freiheit gesetzter E ca 
in Harnstoff Hg-Ansti mm Hg«Steighöhe 
N des TE gesetzt SECH chnel gräinstieg ' entspr..bt Harnstoff 
A | mg Kä mn mé 
| E i E woo ge 
In 0,569 | 18,4 | 0,0309 
1138 | 372 6.0306 
2,844 | 93,7 | 0,0304 
5,688 | 186,7 | 0,0305 
Mittelwert 0,0306 
2a 0,569 19,5 0,0294 
1,138 | 38,4 | 0.02% 
2,844 | 96,3 0,0295 
5,688 | 1951 | 0,0292 
| Mittelwert 0,0294 
1 0,876 | 27,8 | 0,0315 
1,753 53,6 Ä 0,0327 
3,588 | 105,6 0,0332 
5,278 | 164,5 | 0.0331 
7036 | 2128 | 00331 
| Mittelwert 0,0325 
2 0,643 0,876 ` oi ' 0.0338 
1,286 1,753 52,1 0,0337 
2,571 3,588 100,8 | 0,0348 
3,870 5,278 | 160,8 0,0328 
5,160 7,036 | 208,9 | 0,0337 


Mittelwert 0,0338 


Reinigung des Apparats. Da durch die von einem vorangehenden 
Versuch herrührende Schwefelsäurespuren die Ureasewirkung gehemmt 
oder zum mindesten beeinträchtigt werden könnte, wird nach beendetem 
Versuch der über dem Quecksilber befindliche Raum in der Hohlkugel 
durch einen kräftigen Wasserstrahl so lange gespült, bis das abfließende 
Wasser durch Mothylorange nicht mehr rot gefärbt wird. Reste der Urease, 
die sich in Form kleiner Krümelchen zwischen Quecksilber und Innenwand 
der Hohlkugel oft hartnäckig festhaken, werden mit einer Federfahne 
entfernt. 


Über den Übergang des Äthylalkohols 
in die Milch stillender Frauen. 


Von 
John Olow. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut Lund.) 
(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem veröffentlichte ich in dieser Zeitschrift!) die Resultate 
einer Untersuchung über den Übergang des Äthylalkohols von Mutter 
zu Frucht, welche ich mit der Mikromethode von Widmark ausgeführt 
hatte. Mir dieselbe vorzügliche Methode zunutze machend, habe ich 
die Frage vom Übergang des Alkohols in die Milch in Angriff genommen 
und eine Reihe von Analysen an entbundenen Frauen ausgeführt. 

Auch auf diese Frage ist Nicloux in seiner früher erwähnten Arbeit 
(Recherches expérimentales sur l'élimination de l'alcool dans l'orga- 
nisme, Paris 1900) eingegangen. In vier Tierversuchen und fünf Ver- 
suchen an stillenden Frauen wurden insgesamt 47 Bestimmungen an 
der Milch ausgeführt, welche ergaben, daß sowohl bei größeren (Tier- 
versuche) wie bei kleineren (Versuche an Frauen) Dosen der Alkohol 
in der Milch nachzuweisen war, bei den größeren Gaben noch nach 
vielen (etwa 8) Stunden, bei den kleineren etwa 2 Stunden nach der 
Eingabe. In drei der Tierversuche wurden vergleichende Bestimmungen 
der Alkoholkonzentration im Blute ausgeführt: in einem Falle, wo die 
Milchdrüse noch nicht in voller Funktion war, zeigte das Blut eine 
bedeutend höhere Konzentration wie die Milch, in den beiden anderen, 
wo das Stillen in vollem Gange war, erreichten die Milchproben beinahe 
die Konzentration der Blutproben. 


1) Diese Zeitschr. 194, 407, 1922. 
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Schon diese älteren Versuche von Nicloux, wie auch unsere durch 
spätere Erfahrungen gewonnene Auffassung von der Fähigkeit des 
Alkohols, sich durch bloße Diffusion auf die Gewebe und Flüssigkeiten 
des Körpers zu verteilen, sprechen dafür, daß der Alkohol auch in die 
Milch durch Diffusion, nicht durch Sekretion übergeht. 

Um dies zu konstatieren, und um den feineren Verlauf der Diffusion 
zwischen Blut und Milch kennen zu lernen, habe ich, wie erwähnt, 
mit der Mikromethode von Widmark eine Anzahl von Serienunter- 
suchungen in folgender Weise ausgeführt: 

Stillenden Frauen wurde nüchtern 20 g absoluter Alkohol in der 
früher angegebenen (l. c., S. 411) Verdünnung eingegeben. Mit gleichen, 
aber in den verschiedenen Fällen verschiedenen Zwischenräumen 
wurden parallele Proben von der Milch und vom Kapillarblut auf- 
genommen und nach der früher beschriebenen Methodik analysiert. 

Da wir den Übergang des Alkohols aus dem Blute in die Milch 
untersuchen wollen, begegnen uns in gewisser Hinsicht die gleichen 
Versuchsbedingungen, welche uns von dem klassischen Problem der 
Elimination der Kohlensäure durch die Lungen bekannt sind. Wie 
wir die Diffusion der Kohlensäure aus dem Blute nur in der Weise 
studieren können, daß wir durch tiefe Exspirationen die in den gröberen 
Luftwegen stehende Atmungsluft austreiben und somit die im intimsten 
Kontakt mit dem Blute stehende Alveolarluft zur Analyse erhalten, 
so müssen auch in dem vorliegenden Problem die Diffusionsverhältnisse 
nicht auf der Milch, welche eventuell in den gröberen Milchgängen 
steht, sondern auf der Alveolarmilch untersucht werden. 

Um darüber Aufschluß zu erhalten, welche Quantität Milch er- 
forderlich wäre, um das ‚schädliche Baum" der Milchdrüse auszu- 
spülen, wie viel also ausgesaugt werden müßte, um Alveglarmilch, oder 
wenigstens dieser hinsichtlich der Diffusion gleichkommende Milch zu 
erhalten, wurde der folgende Versuch ausgeführt: 

Versuch 1. Erstgebärende. Gewicht 57,6kg. 8 Tage nach der Geburt. 
Um 7 Uhr morgens Alkoholeingabe. Von 8 Uhr 40 Minuten ab werden, 


ohne vorheriges Aussaugen, in schneller Folge folgende Proben auf- 
genommen. 





Alkohol» 

















| Gewicht | Gewicht ` ` Alkohol» 

Nr. ¡ der Proben konzentration Nr. der Proben . konzentration 

a Im A Mo. mE e 

| 64 0,415 9 72 0,306 
2 | 105 0,603 10 75 0,490 
3 75 0,407 11 65 0,226 
4 127 0,560 12 75 0,332 
5 70 0,573 13 l 119 0,318 
6 56 0,817 14 | 94 0,324 
7 55 0,442 15 Ä 67 0,284 
8 92 0,276 16 | 92 0,313 


Übergang des Äthylalkohols in die Milch stillender Frauen. 555 


Die elf ersten Proben weisen durchschnittlich eine höhere Alkohol- 
konzentration wie die späteren auf, was dadurch erklärt wird, daß 
die Alkoholkonzentration des Blutes während des Versuchs im Fallen 
war. Sie weisen aber auch höchst bedeutende Schwankungen auf, 
was in der Weise erklärt werden muß, daß bei der Aufnahme der Proben 
die in den äußeren Milchgängen stehende Milch mit Alveolarmilch 
mehr oder weniger vermischt wurde. Erst von der zwölften Probe ab 
hören diese Schwankungen auf, und die Konzentration zeigt danach 
nur ein stetes langsames Sinken. ES 

Die elf ersten Proben enthalten aber zusammen 856 mg, also 
weniger als ] cem, da das spezifische Gewicht der Milch etwa 1,03 ist. 


Der Versuch zeigt also, daß die Quantität Milch, welche sich in 
den äußeren Teilen der Drüse befindet, welche schon sezerniert ist und 
zu welcher somit der Alkohol nur langsam dringt, sehr gering ist und 
jedenfalls 1 cem nicht überschreitet. on 


Der folgende Versuch, in welchem vier Proben aus jeder Brust 
nach Aussaugen von 1 bzw. 2ccm Milch aufgenommen wurden, be- 
stätigt diesen Schluß. 

Versuch 2. Erstgebärende. Gewicht 59,6 kg. 13 Tage nach der Geburt. 


Um 7 Uhr 15 Minuten morgens Alkoholeingabe. Um 8 Uhr 13 Minuten, 
nach Aussaugen von 1 cem Milch, wurden folgende Proben aufgenommen: 





Gewicht E Alkohol» ` ` 
SEN oben | SEH  Durchschot 
ER ECH 
54 0,356 
80 o30 098 
65 0,400 


Um 8 Uhr 30 Minuten 
nach Aussaugen von 2ccm Milch aus der anderen Brust: 


68 0,341 | 
66 0,368 
75 0316 | 03 
o oan ` 


Die beiden Reihen weisen somit dieselbe Konstanz der Werte auf, 
woraus der Schluß berechtigt wird, daß ein Aussaugen von 1 cem 
Milch genügt, um konstante Werte zu erhalten. Im folgenden habe 
ich also vor der Aufnahme jeder Milchprobe durch Aussaugen mit der 
Milchpumpe diese Quantität aus der Brust entleert. 


_— 





Nach diesen einleitenden Untersuchungen folgen dann die eigent- 
lichen Versuche, welche den Verlauf der Diffusion zwischen Blut und 
Milch zu eruieren suchen. Sie werden in extenso wiedergegeben. 
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e | Aufnahme | o 
Versuch. x para de Gelee | pe SO be H men 
N k |? Alkoholeingabe | de Blutes lutes | der Milch der Milch 
li 
3 l — 1 0,02 
(Abb. 2, links) ` 3 0,34 
| 5 0,19 
10 0,61 
15 0,42 
20 0,76 
25 0,61 
30 0,70 
35 0,65 
40 0,60 
í l 88 15 0,17 
20 0,27 
25 0,22 
30 0,52 
35 0,3 
39 0,42 
42 0,32 
46 0,44 | 
50 0,41 
| 54 0,38 | 
5 2 48,4 vd Eing. 0,06 | 0,05 
| 15 0,55 0,35 
30 | 0.66 | 0,62 
45 0,72 0,49 
60 0,57 0,69 
6 l 64,2 15 0,33 | 0,20 
30 | 0,35 0,25 
45 0,50 0,34 
eo 0,44 0,43 
S l 60 15 0,46 0,31 
30 0,52 0,40 
15 0,44 0,46 
60 0,47 0,44 
15 li 0,43 
S G | 60 20 0,62 0,63 
40 0,41 0,54 
GO 0,34 0,52 
80 | 0,29 0.51 
9 l TT 25 0,41 0,39 
(Abb. 1, links) 55 0,30 0,33 
| 75 0,23 0,29 
100 0,15 0,17 
125 0,12 0,07 
10 4 53,93 30 0,60 
34 0,53 
43 0,59 
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Versuch 


11 
(Abb. 2, rechts) 


12 
(Abb. 1, rechts) 


15 


. Vo Alkohol 
a5s0 


O 75 





! Gewicht | Aufnahme 


x para der Patientin | „ Minuten nach 


kg | Alkoholeingabe | i des Blutes | 








| 51 
55 

58 

62 0,35 
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Ich ziehe aus diesen Versuchen folgende 


Schlüsse. 
A. Bezüglich des Blutes. 


1. Schon einige Minuten nach der Eingabe in den leeren Magen 
von 20 g Alkohol ist dieser ¿m Blute nachzuweisen in einer Konzen- 
tration, welche recht beträchtlich ist (z. B. in meinem Versuch 3 0,34%. 
nach 3 Minuten, 0,61°/,, nach 10 Minuten; in Versuch 5 0,55°/,, nach 
15 Minuten, in Versuch 6 0,33%, nach 15 Minuten usw.). 

2. Das Maximum der Konzentration wird im Blute meistens 
nach 30 Minuten (Versuch 4, 7, 10, 11, 12, 13, 14), zuweilen ein wenig 
früher (20 Minuten Versuch 3, 8, 25 Minuten Versuch 9) oder später 
(45 Minuten Versuch 5, 6) erreicht. Zu bemerken ist jedoch, daß die 
Genauigkeit der Bestimmung des Maximums in den verschiedenen 
Fällen wegen der ungleichen Zwischenräume zwischen den Proben 
nicht ganz gleich ist. 

3. Nachdem das Maximum erreicht ist, sinkt die Alkoholkonzen- 
tration im Blute allmählich; in einigen Fällen nähert sie sich nach 
etwa 2 bis 24, Stunden der Norm (0,02 bis 0,03°/%); in einem Falle 
war sie beim Abbrechen des Versuchs nach dieser Zeit noch über- 
raschend hoch (Versuch 15 0,47°/,, nach 21, Stunden). 


B. Bezüglich der Milch. 

4. Wie im Blute ist auch in der Milch stillender Frauen der Alkohol 
schon wenige Minuten nach der Eingabe nachzuweisen (z. B. Versuch 3 
in einer Konzentration von 0,19°%/,, nach 5 Minuten). 

5. Das Maximum der Alkoholkonzentration der Milch fällt un- 
gleicher ab, wie das des Blutes, am häufigsten freilich wie im Blute, 30 Mi- 
nuten nach der Eingabe, oft aber früher oder später, zwischen 20 und 
45 Minuten, zuweilen noch später, nach einer Stunde oder mehr (Ver- 
such 5, 6, 11), niemals aber früher als im Blute. Bezüglich der Ge- 
nauigkeit der Bestimmung des Maximums a oben unter 2. 

6. Das Maximum der Alkoholkonzentration der Milch liegt un- 
gefähr bei derselben Höhe wie das des Blutes, zuweilen sogar ein wenig 
höher; nur in einem Falle (Versuch 11) bedeutend niedriger (Abb. 2, 
rechts). 

7. Nachdem das Maximum erreicht ist, fällt die Kurve für Milch 
wie die für Blut allmählich und verläuft meistens dieser parallel; 
das beweist, daß vollständiges oder fast vollständiges Gleich- 
gewicht der Diffusion eingetreten ist. Außer durch die Versuchs- 
protokolle wird dieses Verhalten durch Abb. 1 beleuchtet. 


Die kolorimetrische und pharmakologische Auswertung 
des Adrenalingehalts der Nebennieren. 


Von 
Bernhard Frowein. 


(Aus dem Institut für Pharmakologie der Universität Rostock.) 
(Eingegangen am 12. Oktober 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seit der Einführung der kolorimetrischen Adrenalinbestimmung 
mit Phosphorwolframsáure durch Folin, Cannon und Denis!) werden 
die Bestimmungen des Adrenalingehalts der Nebennieren fast durchweg 
nicht mehr „mit pharmakologischen Auswertungsverfahren, sondern mit 
Folins kolorimetrischer Methode ausgeführt. Die vorliegende Arbeit 
soll die Frage klären, inwieweit die Folinsche Methode geeignet ist, 
die pharmakologischen Verfahren zu ersetzen. In der Literatur finden 
sich einander widersprechende Angaben. Auf der einen Seite behaupten 
Folin, Cannon und Denis, daß sie bei der Auswertung von Neben- 
nierenextrakten mit ihrem kolorimetrischen Verfahren jeweils die 
gleichen Adrenalinmengen erhielten, wie sie auch im Blutdruck auf- 
gefunden wurden. Folgende Tabelle gibt die von den genannten Autoren 
gefundenen Werte an: 








Nr. Kölorimeinsch. Blutdruck 
BR BS ' . mg 
1 4 6: 5,2 5,0; 5,0 
2 ` 6,1; 5,6 6,2; 5,6 
e 5, 2: ; 5,0 5,0; 5,0 
4 2, 2; 2,2 2,3; 2,5 
5 35,0 37,5 





Hiernach wäre die Übereinstimmung eine ausgezeichnete, und da 
die Folinsche Reaktion außerordentlich viel einfacher durchzuführen 
ist wie die pharmakologische Prüfung, könnte die Frage der Adrenalin- 


1) O. Folin, W. Cannon und IV. Denis, Journ. of biol. chem. 18, 477, 
1912/13. 
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Zusammenfassung. 


Es wurden Extrakte von normalen Nebennieren und von adrenalin- 
armen Nebennieren (Zuckerstichkaninchen) mit der Folinschen kolori- 
metrischen Methode und im Blutdruckversuch auf ihren Adrenalin- 
gehalt ausgewertet. 

Nach Folin ergaben sich ausnahmslos viel zu hohe Adrenalin- 
werte, diese Methode und wahrscheinlich auch die anderen kolori- 
metrischen Verfahren sind für die Auswertung von Nebennieren- 
extrakten nicht brauchbar, sie sind durch den Blutdruckversuch zu 
ersetzen. 


Die Farbstoffanalyse des Harns. 


V. Mitteilung. 
Die Urochromogenausscheidung im gesunden und kranken Organismus. 
Von 
M. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses 
in Wien.). 


(Eingegangen am 12. Oktober 1922.) 


I. Quantitative Schätzung des Urochromogens. 


In meinen früheren Arbeiten habe ich das Urochromogen als einen 
neuen Harnbestandteil beschrieben. Es wurdo seine Beziehung zum Uro- 
chrom festgelegt und gezeigt, daß dieses ein Oxydationsprodukt darstellt, 
welches erst aus dem Urochromogen auf dem Wege seiner Umwandlung 
in das Uromelanin sich bildet. Das Urochromogen wurde als der Träger 
der Ehrlichschen Diazoprobe erkannt. Der Nachweis dieses Körpers, 
der bisher im wesentlichen auf einer leicht beeinflußbaren Schaumfärbung 
beruhte, wurde auf eine festere Grundlage gestellt. Das Urochromogen 
konnte auf diese Weise schon als physiologischer Harnbestandteil fest- 
gestellt werden. Damit wurde das Problem der Diazoreaktion, welches 
bisher ein ausschließlich qualitatives war, zu einem überwiegend quanti- 
tativen. 

Obgleich verschiedene Versuche schon unternommen worden waren, 
die Diezoreaktion auszuwerten, so war doch keine Methode befriedigend. 
Solche Bestimmungen mußten vor allem praktisch brauchbare Ergebnisse 
zeitigen. In dieser Beziehung waren aber bloß die ersten Ansätze vorhanden; 
denn solange man auch nur über die grundlegende Frage, ob das Uro- 
chromogen ein physiologischer oder ausschließlich pathologischer Harn- 
bestandteil sei, kaum über Hypothesen hinausgekommen war, mußten alle 
derartigen Versuche des sicheren Fundaments entbehren. Dazu kam, daß 
erst die eingehendere Beschäftigung mit der Frage eine sicherere Differen- 
zierung der Diazoreaktion des Urochromogens von den übrigen Diazo- 
resktionen des Harns ermöglichte. Erst nachdem in diesem schwierigen 
Gebiet einigermaßen Klarheit geschaffen war, konnte der Versuch unter- 
nommen werden, die Physiologie und Pathologie des Urochromogens aus- 
zubauen. 


Zur Grundlage der quantitativen Schätzung wurde die Diazo- 
reaktion P. Ehrlichs in der von mir angegebenen Modifikation genommen. 
Die Ammonsulfataussalzung erlaubt zahlreiche Körper auszuschalten, 
welche in die Diazoreaktion störend eingreifen, sei es durch ihre Eigen- 
färbung oder die ihnen zukommende Diazoreaktion bzw. durch Bindung 
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des Reagens. Andere Diazoreaktion gebende Substanzen, wie z. B. die 
Oxysáuren, konnten wegen ihrer minimalen Quantität vernachlässigt 
werden. Die Gelbfärbung des Schaumes durch manchmal vorhandene 
freie Phenole wurde als unwesentlich für die Beurteilung der Diazo- 
reaktion des Urochromogens erkannt und so mit einer größeren Sicher- 
heit als bisher an die Beurteilung der Ausscheidungsverhältnisse dieses 
Körpers geschritten. 

In dem mir von den Höchster Farbwerken zur Verfügung gestellten 
2-Naphthol-7-Sulfosäure-Na hatte ich eine Substanz, deren Diazo- 
reaktion in einer Lösung 1:5000 95proz. Alkohols!) sich sehr gut 
mit der Diazoreaktion des Urochromogens vergleichen ließ. Lag eine 
stärkere Diazoreaktion im Ammonsulfatfiltrat vor, so war die quanti- 
tative Beurteilung der Urochromogenausscheidung leicht. Dann mußte 
das Filtrat bloß solange verdünnt werden, bis eine Diazoreaktion damit 
erhalten wurde, welche in ihrer Intensität der Vergleichsprobe voll- 
ständig entsprach. 

Wäre z. B. die Tagesmenge eines Harns 1200 cem, würden 25 ccm 
davon mit Ammonsulfat ausgesalzen ein Filtrat von 34 ccm und dieses 
Filtrat bei einer 1%,maligen Verdünnung eine der Standardprobe gleiche 
Diazoreaktion ergeben, so wäre der in Sulfonaphthol ausgedrückte Diazo- 

1200 .3.34.1 _ Aus 
2.25.5000 N 

Nicht so einfach gestaltet sich die Schätzung des Urochromogens, 
wenn eine Diazoreaktion von schwächerer Intensität vorhanden ist 
als der Standardflüssigkeit entspricht. Dann muß das Ammonsulfat- 
filtrat in eine stärkere Konzentration gebracht werden. Da Eindampfen 
einer salzgesättigten Flüssigkeit schwierig ist und auch höhere Tempe- 
raturen vermieden werden sollen, erwies sich die Fällung einer ent- 
sprechenden Quantität des Ammonsulfatfiltrats mit der doppelten 
Menge 95proz. Alkohols am zweckmäßigsten. Man stellt mit dem 
Ammonsulfatfiltrat des Harns die Diazoprobe in der von mir angege- 
benen Weise an und bildet sich ein beiläufiges Urteil über die Stärke 
derselben, wobei man zur Sicherheit lieber eine geringere Stärke an- 
nimmt. Je nach dieser Schätzung werden 50 bis 200 ccm dieses Filtrats 
mit der doppelten Menge Alkohol gefällt, nachdem zwei bis fünf Tropfen 
verdünnter Schwefelsäure dazukamen. Es wird nach gutem Durch- 
schütteln filtriert und das Filtrat, welches fast vollständig frei von 
Ammonsulfat ist, auf einem Wasserbad abgedunstet. Dann wird bis 
zu schwach saurer Reaktion mit einigen Tropfen Lauge versetzt, wenn 
nötig filtriert und die Diazoprobe quantitativ ausgewertet. 


wert = 


1) 0,1 g der gut pulverisierten Substanz lösen sich in 100 cem 95 proz. 
Alkohols innerhalb 48 Stunden. Die Lösung wird filtriert und stellt, fünf- 
fach mit absolutem Alkohol verdünnt, eine gut haltbare Standardflissiz- 
keit dar. 
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2. B. 1800 cem Tagesmenge eines normalen Harns. Die Diazoreaktion 
des nativen Harns ergibt eine sehr schwache Orangefärbung. Es ist daher 
em sehr geringer Urochromogengehalt anzunehmen. 150 ccm dieses Harns 
werden mit 120g feinpulverisierten Ammonsulfats verrieben und filtriert. 
Das hierdurch erhaltene Volumen wäre 34 x 6 = 204. Fine Diazoprobe 
ergibt nur Gelbfärbung. 180 ccm des Ammonsulfatfiltrats werden mit 360 cem 
Alkohol gefällt und das Filtrat bis auf 15 com abgedunstet. Diese 15 ccm 
würden eine der Standardprobe gleiche Reaktion ergeben. 204 cem Aınmon- 
sulfatfiltrat entsprechen 150, daher 180 bzw. 15 ccm nach der Abdunstung 
1800.15.1 ` 0.030 
132.5000 ° 

Dies wäre für normale Fälle etwa die obere Grenze der zur Konzen- 
tration notwendigen Ausgangsflüssigkeit. Bei einem Diabetes- oder einem 
sehr verdünnten Harn käme die Verwendung einer größeren Menge des 
Ammonsulfatfiltrats oder stärkeres Eindampfen in Betracht. 

Je stärker die relative Intensität der Diezoprobe im Ammonsulfat- 
filtrat ist, eine um so kleinere Quantität desselben genügt zur Vornahme 
der Konzentration. In pathologischen Fällen kommt man vielfach mit 
5N ccm des Ammonsulfatfiltrats, Ausfällung mit 100 Alkohol und Ab- 
dunsten auf etwa 15 cem aus. Wie bei einem Harn mit starkem Eiweiß- 
gehalt verfahren werden muß, habe ich in einer früheren Arbeit beschrieben. 


Einfacher gestaltet sich folgendes Verfahren. Schüttelt man 
40 ccm eines Ammonsulfatfiltrats mit 10 cem 95proz. Alkohols aus, 
so setzen sich oben etwa 9 ccm Alkohol ab, welche das Urochromogen 
in stärkerer Konzentration enthalten. Die quantitative Verfolgung hat 
ergeben, daß bei einem Extraktionsverhältnis von 40:10 im Alkohol 
fast genau so viel Urochromogen enthalten ist wie in der extrahierten 
Flüssigkeit. Es wäre somit auf diese Weise möglich, sofort aus dem 
Ammonsulfatfiltrat sich eine stärker konzentrierte Lösung herzustellen 
und den Urochromogengehalt zu bestimmen. Dieser pflegt vielfach 
schon in pathologischen Fällen zum Vergleich mit der Standardprobe 
zu genügen. Wir haben aber auf diese Weise noch die Möglichkeit, 
durch Extraktion eines Multiplums des Ammonsulfatfiltrats eine größere 
Quantität dieses alkoholischen Fxtrakts zu gewinnen, welches man 
am Wasserbad rasch abdunsten und hierdurch konzentrieren kann. 


132ccm des Ausgangsharns. Der Diazoweıt = 


Es würde z. B. 1800 ccm Tagesmenge eines Normalharns vorhanden 
sein. 150ccm wurden mit Ammonsulfat wie oben ausgesalzen und vom 
Filtrat gleich 204 cem, 180 mit 45 Alkohol ausgeschüttelt. Hierdurch 
wurden erhalten 40 ccm alkoholisches Extrakt. Dieses wurde im Schüttel- 
trichter von der übrigen Flüssigkeit getrennt und auf 8 com abgedunstet. 
Die Diazoreaktion in diesen 8 ccm ist so stark wie die der Standardprobe. Da 
die extrahierte Flüssigkeit ebensoviel Urochromaogen enthält wie das alko- 
holische Extrakt, so entsprechen 2.8 = 16 com den 180 com Ammonsulfat- 
1800.8.2.1 
132.500 " 040. 

Dieses Verfahren erlaubt, mit einer größeren Ersparnis an Zeit 
und Material zu arbeiten und gibt gegenüber der genaueren Methode 
nur wenig differierende Werte. 


titrat oder 132 ccm Harn. Der Diazowert ist daher = 
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II. Die Urochromogenausscheidung unter physiologischen Verhältnissen, im 
Hunger, in der Narkose und Schwangerschaft. 

Durch die jahrelange Beschäftigung mit der Diazoreaktion war ich, 
lange bevor ein brauchbares Verfahren zu ihrer Schätzung gefunden war, 
zur Überzeugung gelangt, daß eine gewisse Gesetzmäßigkeit auch beim 
Gesunden hierbei vorliegen müßte. Dieser Gesetzmäßigkeit durch Be- 
stimmung des Urochroms Ausdruck zu verleihen, war wegen des später 
erwiesenen uneinheitlichen Charakters dieses sekundären Farbstoffs nicht 
möglich. Durch Bestimmung des Urochroms war höchstens in groben 
Zügen ein Bild von den in Betracht kommenden Verhältnissen zu erlangen (1). 
Nachdem auf Grund der späteren Untersuchungen ein Urochrom als selb- 
ständiger Farbstoff des Harns nicht exisitert, gehen viele der ihm zuge- 
schriebenen Eigenschaften auf das Urochromogen über. Wenn ich hier 
die vom Urochrom geltenden Auffassungen noch in Diskussion ziehe, so 
geschieht dies einmal darum, weil das Urochromogen zum Teil im und als 
Urochrom bestimmt wurde, zum Teil aus geschichtlicher Notwendigkeit. 

Thudichum war in seinen ersten Arbeiten geneigt, den von ihm dar- 
gestellten Farbstoff als Derivat des Blutfarbstoffs zu betrachten, hat aber 
diese Ansicht später aufgegeben. Garrod hat wieder eine genetische Be- 
ziehung zwischen Urochrom und Hämatin betont. Auch ich war (2) ur- 
sprünglich der Ansicht, daß das Urochromogen ein Derivat des Hämo- 
globinstoffwechsels sei, habe aber später diese Meinung aufgegeben (3). 
Dombrowski (4) hat als erster sein Urochrom als stickstoff- und schwefel- 
haltige Schlacke des Eiweißstoffwechsels definiert, ohne jedoch Beziehungen 
zur Ehrlichschen Probe zu erwähnen. 


Wie ich durch meine Arbeiten erwiesen zu haben glaube, sind 
die als Urochrom angesehenen Substanzen, soweit sie einheitlich sind, 
zum Teil schon als sekundäre Produkte aufzufassen und aus einem 
Chromogen hervorgegangen, welches in jedem Harn schon physiologisch 
enthalten und wegen der freien H-Ionen mit schwach gelber Farbe 
gelöst ist. Dieser als Urochromogen von mir bezeichnete Körper ist der 
Träger der Ehrlichschen Probe, welche somit schon eine physiologische, 
jedoch im normalen Harn wenig ausgeprägte Erscheinung ist. Erst wenn 
das Urochromogen vermehrt ausgeschieden wird, verrät es sich durch 
eine deutliche Rotfärbung mit den Diazoreagenzien. Das Urochromogen 
ist besonders ausgezeichnet durch seine hohe chromogene Tendenz, 
die es befähigt, rasch durch Sauerstoff, Alkali- und Wärmewirkung 
in stärker gefärbte Körper und schließlich in sein sauerstoffgesättigtes 
Endprodukt, das Uromelanin, überzugehen. Sowohl die Zusammen- 
setzung des Uromelanins wie die Eigenschaften des Urochromogens 
ergeben, daß es sich bei diesem Körper um ein organischen Schwefel 
enthaltendes Produkt des Eiweißstoffwechsels handelt. 

Als Ergebnis meiner kolorimetrischen Untersuchungen der Uro- 
chromausscheidung habe ich feststellen können, daß der Urochromwert 
bei einem und demselben Individuum ziemlich konstant ist, daß da 
gegen bei verschiedenen Menschen verschiedene Werte gefunden werden, 
welche aber nur wenig nach oben oder unten um eine gewisse Konstante 
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herum schwanken. Jugendliche Individuen zeigten relativ höhere, 
ältere und Rekonvaleszenten niedrigere, Tiere mit einem lebhafteren 
Stoffwechsel dagegen höhere Werte als der erwachsene Mensch. Über- 
einstimmend mit Klemperer (5) und Stepp (6) habe ich bei chronischer 
Nephritis häufig niedrige Urochromwerte gefunden. Einen Einfluß 
der Ernährung auf die Urochromausscheidung habe ich nicht fest- 
stellen können. In fieberhaften Krankheiten war die Urochrom- 
ausscheidung erhöht, hier setzte aber schon die Urochromogen- 
bestimmung vielfach ein. 


Die auf anderem Wege vorgenommenen Urochrombestimmungen 
Dombrowskis und seiner Schüler ergaben eine Ausscheidung von etwa 
14 g pro Tag in der Norm; Steigerung dieses Wertes bis zum Doppelten 
und darüber bei Krankheiten, insbesondere bei Typhus. Dombrowski hat 
mit Browinzki (7) zusammen konstatiert, daß das Urochrom bei Milch- 
nahrung in geringerer Menge ausgeschieden wird als bei gemischter Nahrung 
und in der größten Menge bei reiner Fleischnahrung. Ich selbst habe einige 
Bestimmungen des Urochroms Dombrowskts auf Grund seines Schwefel- 
gehalts vorgenommen, jedoch einen Einfluß krankhafter Zustände nicht 
feststellen können (8). 


In neuerer Zeit hat Pelkan (9) wieder den Versuch zur Lösung 
der Urochromfrage unternommen. 


Er benutzt das von mir angegebene Verfahren zur kolorimetrischen 
Urochrombestimmung und kommt zunächst zu dem Schluß, daß das 
Urochrom nicht allein exogenen Ursprungs sein kann; denn die Farbe des 
Harns bleibt unverändert nach Tagen und Wochen des Fastens. Trotz- 
dem schließt er, daß eine Beziehung zwischen Eiweißumsatz und Urochrom 
besteht, und meint, daß es vom Fleisch abstammt. Bei einer an Fleisch 
armen Nahrung war die Ausscheidung des Pigments immer herabgesetzt. 
Dagegen zeigte das Ansteigen der Proteine nicht die erwartete Pro- 
portionalität. Diese Tatsache glaubt Pelkan darauf zurückführen zu 
müssen, daß der Organismus nur mit einer begrenzten Pigmentmenge 
arbeiten kann. | 


Die Untersuchungen Pelkans haben Wert in der Richtung, daß 
sie zeigen, daß das, was man bisher als Urochrom betrachtet hat, nicht 
einheitlicher Natur ist, und daß darin möglicherweise auch eine exogene 
Quote enthalten ist. 


Aber der Einfluß einer hohen Eiweißkost auf die sogenannte Urochrom- 
ausscheidung könnte sich auch darin äußern, daß Farbstoffe der Urobilin- 
gruppe, durch stärkere Gallenabsonderung vermehrt, zur Resorption gelangen 
und dadurch einen höheren Urochromwert vortäuschen. Die Bleiacetat- 
fällung ist nur ein sehr unvollkommenes Verfahren für die Darstellung der 
Urochromfraktion. Hierbei geht ein Teil der Urobilinfarbstoffe in das 
Filtrat über und wird dann als Urochrom mitbestimmt. Eine Einheitlich- 
keit des als Echtgelb bestimmten Farbstoffs ist bei diesem Verfahren in 
keiner Weise gewährleistet. 


Eine Übereinstimmung meiner Ergebnisse mit denen von Dom- 
browski und seiner Schüler und von Pelkan ist nicht zu erwarten. Denn 
0 
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Die erhóhte Neutralschwefelausscheidung in Krankheiten wurde 
mit einem verstärkten Gewebszerfall in Zusammenhang gebracht. 
Als einfachstes Beispiel für den gesteigerten Gewebszerfall mit erhöhter 
Neutralschwefelausscheidung wurde der Hungerzustand angeführt und 
analysiert (16). Es ergibt sich die Frage, ob im Hunger auch die Uro- 
chromogenausscheidung erhöht ist. Hierfür liefert P. Masoin einen 
Beitrag. Während er bei Gesunden und den verschiedensten Geistes- 
krankheiten keine Diazoreaktion, d. h. keine erhöhte Urochromogen- 
ausscheidung fand, war dieselbe vorhanden bei zwei Geisteskranken, 
welche während mehrerer Tage die Nahrung verweigerten. Es unter- 
liegt für mich keinem Zweifel, daß systematische Untersuchungen bei 
Hungerzuständen anderer Art das gleiche Ergebnis haben werden, 
d. h. daß. hierbei Urochromogen wegen der Erhöhung des endogenen 
Eiweißzerfalls vermehrt ausgeschieden wird, genau wie dies für den 
Neutralschwefel, z. B. bei einem abstinenten Geisteskranken, von 
Tuczek festgestellt wurde. 

Die Neutralschwefelausscheidung unter dem Einfluß von Giften 
wurde von Salkowski und seiner Schule einer genauen Untersuchung 
unterzogen. Von diesen Ergebnissen interessiert uns hier vor allem 
die bei der Chloroformnarkose festgestellte erhöhte Neutralschwefel- 
ausscheidung, weil wir für sie in der Urochromogenausscheidung auch 
Analogien besitzen. Basile (17) hat im Anschluß an Chloroformnarkose 
bei Kindern Diazoreaktion beobachtet, ebenso Dütimann (18). 
Klaften (19) hat außer in drei Fällen von Bauchfell- und einem Fall 
von Lungentuberkulose auch bei einem inoperablen Karzinom die 
Diazoreaktion nach der Narkose positiv werden gesehen. In allen 
seinen Fällen handelte es sich um Kranke, welche vorher eine 
nicht oder nicht wesentlich gesteigerte Urochromogenausscheidung 
darboten; die Reaktion verschwand spätestens 2 Wochen nach der 
Narkose. 

Vor mehreren Jahren habe ich chirurgische Fälle verschiedener 
Art systematisch auf die Diazoreaktion untersucht. Die aus dieser Zeit 
stammenden Aufzeichnungen ergeben, daß nach längerer Chloroform- 
narkose eine Verstärkung der normalen Diazoprobe auftrat. Es ist 
daher sicher, daß das Chloroform ebenso auf den Neutralschwefel, wie 
auf die Urochromogenausscheidung im Sinne einer Steigerung ein- 
wirken kann. 

In diesem Zusammenhang möchte ich die Untersuchungsergebnisse 
von Klaften bei Röntgentiefenbestrahlungen nicht unerwähnt lassen. 
Vier Fälle von Care, uteri, welche vor der Bestrahlung keine gesteigerte 
Urochromogenausscheidung besaßen, zeigten nach intensiver Be- 
strahlung eine deutliche quantitativ meßbare Diazoprobe. In der 
Mehrzahl der Karzinomfälle wurde dagegen eine Diazoreaktion vermißt. 
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Nach Klaften kann in den vier erwähnten Fällen die Diazoreaktion 
lediglich durch die Bestrahlung hervorgerufen worden sein. 

Erhöhte Urochromogenausscheidung durch Hunger, durch Chloro- 
formwirkung und durch eine starke Röntgenbestrahlung stellen ge- 
wissermaßen den Übergang vom Physiologischen zum Pathologischen 
dar. Sie bilden, soweit der Hunger und die Chloroformwirkung in 
Betracht kommt, aber auch ein Korrelat zu der in solchen Fällen beob- 
achteten erhöhten Neutralschwefelausscheidung und bestärken die Auf- 
fassung, daß wir in der Urochromogenausscheidung einen Exponenten 
des erhöhten Gewebszerfalls schlechtweg besitzen, wobei das Uro- 
chromogen nur einem besonderen, und zwar recht kleinen, aber durch 
seine Dignität wahrscheinlich sehr bedeutungsvollen Anteil desselben 
entspricht. 

Betrachten wir die Urochromogenausscheidung als das sicht- und 
meßbare Zeichen eines erhöhten endogenen Gewebszerfalls, so bietet 
das Verhalten derselben in der Schwangerschaft nichts Überraschendes. 
Hier fand ich nämlich eine deutliche Steigerung des Urochromogen- 
wertes. Durch die Untersuchungen von Harnack und Kleine (20) bei 
einer Hündin, von Salomon und Sort (21) bei Menschen ist erwiesen, 
daß in der Schwangerschaft der Neutralschwefel im Verhältnis zum 
Gesamtschwefel erhöht ist. 


Tabelle I. 


Urochromogenausscheidung bei vorgeschrittener Schwangerschaft und in 
drei normalen Fällen. 











Name Alter Diagnose Harnmenge | Gesamt-N SR Diazowert Diazowert | An Anmerkung- 

! | | | 

M.F. . 21J. | 9 Lunarm.: 138 | 106 g 0110 

A.J. 29, 19,» ` 3200 | 136 0,120 eo 

A.H. 4 18.0, 2100 945 ` 0,100 | 

T. Sch. 21, |9. e -. 3500 = 0,115 

L.G.. 19, 8 | 2600 — | 0080 

M.V. 40 „ Normal 13% — 0,018 

K. H. 27, , 1200 — | 0050 

E. K. 18, s 200 ¡| — į 0042 


UL Die Urochromogenausscheidung unter pathologischen Verhältnissen. 


Das normalerweise ausgeschiedene Urochromogen entzog sich 
bisher der Aufmerksamkeit wegen seiner geringen Menge. Erst die 
Anreicherung zeigt, daß auch der normale Harn Urochromogen enthält. 
Wenn die Quantität dieses Körpers im Harn einen gewissen Wert 
überschreitet, so treten seine Reaktionen deutlich in Erscheinung. 
Jede deutliche Diazoreaktion ist daher unter den in früheren Arbeiten 
angeführten Kautelen als Zeichen einer erhöhten Urochromogen- 
ausscheidung zu betrachten. Aber erst die quantitative Schätzung, 
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bei welcher auch die Tagesmenge des Harns mit berücksichtigt wird. 
erlaubt ein sicheres Urteil in dieser Beziehung und den Vergleich ver- 
schiedener Harne untereinander. Schon geringe Verschiebungen der 
Konzentration des Urochromogens können jenen Umschlag der Diazo- 
probe bewirken, welcher zur Bezeichnung ‚‚negative Reaktion“ Anlaß 
gab. 

Die relativ schwächere Konzentration bewirkt eine schwächere Bot. 
färbung der Flüssigkeit und im Zusammenhang damit auch ein Zurück- 
treten des Rosaschaums, so daß je nach der Interferenz mit anderen Farben- 
reaktionen einmal ein mehr weißer oder weißgelber, das andere Mal em 
brauner, braungelber oder braunrötlicher Farbenton entsteht, Veránde- 
rungen, die nach der alten Vorschrift der Reaktion ihren positiven Charakter 
und damit jede Bedeutung nahmen. Es ist aber doch leicht einzusehen, 
daß eine Reaktion nicht gut von einem Tage zum anderen bei sonst gleich- 
bleibendem Krankheitsbild ihren Charakter völlig ändern kann. 

Alle diese Mängel trugen dazu bei, die Diazoprobe zu diskreditieren. 
Dies besserte sich, als ich die Permanganatprobe angab. Damit war eine 
große Zahl der zweifelhaften Proben leichter zu beurteilen. Aber noch 
immer blieben Unstimmigkeiten zurück. Denn auch die Permanganat- 
probe war nicht frei von Beeinflussungen, und auch ihr Nachweis erfordert 
eine gewisse minimale Konzentration an Urochromogen, welche im normalen 
Harn fast nie, in pathologischen Harnen aber auch nicht immer vor- 
handen ist. 

Erst nachdem das Urochromogen als physiologischer Bestandteil 
des Harns erkannt und sein Nachweis durch Heranziehung quantitativer 
Verfahren auf eine sicherere Grundlage gestellt werden konnte, nahm 
das Problem der Diazoreaktion konkretere Gestalt an. Danach isl 
die Bezeichnung negative und positive Reaktion fallen zu lassen und 
tunlichst durch quantitative aus der Intensität der Flüssigkeitsfärbung 
abgeleitete Bezeichnungen zu ersetzen. 

Die Diazoreaktion Ehrlichs ist ein Exponent des endogenen Stoff- 
wechsels. An diesem aus den Beziehungen zum Neutralschwefel und 
dem Studium der Physiologie und Pathologie des Urochromogens 
sich ergebenden Resultat müssen wir festhalten und versuchen, auf 
dieser Grundlage die noch immer vorhandenen Lücken zu ergänzen. 


a) Die Urochromogenausscheidung bei Nierenerkrankungen und bei Bili- 
rubinurte. 

Betrachten wir die Diazoreaktion unter dem angegebenen Ge- 
sichtspunkt, so ergeben sich bei gewissen Krankheiten Abweichungen 
von dieser Gesetzmäßigkeit. Die Untersuchungen über die Bildungs- 
stätte des Urochromogens weisen mit der größten Wahrscheinlichkeit 
darauf hin, daß dieser Körper in der Niere entsteht. Das Urochromogen 
ist weder im Blut, noch in irgend einem Organextrakt, sondern erst 
im Harn zu finden. Störungen der Nierentätigkeit durch Erkrankung 
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derselben, wie parenchymatöse Degeneration, Abszedierung, Amyloidose 
oder gegen das Lebensende eintretende Insuffizienz bewirken ein Ver- 
schwinden oder starkes Zurücktreten der Diazoprobe. Schon Klemperer 
hat aus seinen kolorimetrischen Untersuchungen den Schluß gezogen, 
daß das Urochrom in der Niere entsteht, ebenso Stepp. Die quanti- 
tative Verfolgung der Diazoprobe bei der sogenannten Schrumpfniere 
zeigt, daß die Ausscheidung des Urochromogens bis auf ein Drittel 
der Norm sinken kann. Ähnliches sehen wir bei septischen Zuständen, 
wenn die Niere in Mitleidenschaft gezogen wird. Solche Fälle wurden 
von Krokiewiez, Weiss, Klaften u. a. beobachtet. Nissen (22) führt 
das Fehlen der Diazoreaktion bei Scharlach gegenüber Masern auf die 
häufig dabei vorhandene Nierenerkrankung zurück. Nach Burgess (23) 
ist die Permanganatprobe bei Nierenleiden auch beim schwersten 
Verlauf negativ. 


In der Regel finden wir in diesen Fällen als Zeichen der Nieren- 
erkrankung Eiweißausscheidung. Sie kann aber auch nur angedeutet 
sein. 

Zur Quantität des ausgeschiedenen Eiweißes besteht keine Relation. 
Daher können wir manchtnal bei Amyloidose der Nieren noch eine deutliche, 
wenn auch gewöhnlich schon &bgeschwächte Reaktion finden. Das Ver- 
schwinden der Diazoreaktion in akuten Krankheiten beim Fortbestehen 
schwerer Syinptome ist nach Lamar: (24) ein böses prognostisches Zeichen. 
Seine Bedeutung ist noch größer, wenn zugleich Olygurie und Abnahme 
des spezifischen (tewichts besteht. Auch Burghardt (25) weist auf die 
ominöse Bedeutung einer solchen Änderung des Stoffwechsels hin. 

Parenchymatöse Degeneration der Niere ist eine sehr häufige 
Ursache für das Fehlen der Diazoprobe in Fällen, wo wir sie erwarten 
würden. Es dürfte kein Zufall sein, daß gerade bei Scharlach, Diphtherie 
und den septischen Erkrankungen, welche so häufig mit Degeneration 
des Nierenparenchyms einhergehen, die Diazoreaktion fehlt. Stauung 
in der Niere scheint keinen unmittelbaren Einfluß auf die Diazoreaktion 
auszuüben. 

Schon Ehrlich hat die Beobachtung gemacht, daß bei Gallen- 
farbstoffausscheidung im Harn die Diazoreaktion fehlt. Da das Bili- 
rubin selbst eine solche Reaktion gibt, so war erst mit der Einführung 
der Ammonsulfataussalzung eine genauere Beurteilung dieses Ver- 
haltens möglich. Danach verträgt sich die Anwesenheit von größeren 
Bilirubinmengen nicht mit einer stärkeren Urochromogenausscheidung. 
Dies geht aber nicht so weit, daß das Urochromogen in solchen Fällen 
überhaupt fehlt. Es ist vorhanden, kann auch relativ vermehrt sein, 
ohne aber einen besonders hohen Wert zu erreichen. 

Ich verfüge über mehrere Krankengeschichten, wo eine durch Monate 


bestandene starke Diazoreaktion mit dem Eintritt der Bilirubinausscheidung 
allmählich zurücktrat. Ich verfüge aber auch über eine Krankengeschichte, 
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wo ein Patient bei der Einlieferung ins Spital im Harn Bilirubin ausschied 
bei gleichzeitig sehr schwacher Diazoprobe, und 10 Tage später, als das 
Bilirubin verschwand, sehr starko Diazoreaktion zeigte. 

Die Pneumonie, welche häufig mit einer, wenn auch geringen 
Bilirubinausscheidung im Harn verbunden ist, zeigt in der Regel nur 
schwache Diazoreaktion. Aber niemals fehlt das Urochromogen absolut. 
und häufig ist die Diazoprobe trotz der Anwesenheit von Bilirubin in 
Spuren stärker alsnormal. Bei Icterus catarrhalis ist die Urochromogen- 
ausscheidung gewöhnlich normal. Bei septischem Ikterus mit höherer 
Bilirubin- und Urobilinogenausscheidung ist im Ammonsulfatfiltrat in 
der Regel nur eine schwache Diazoreaktion nachweisbar, welche aber 
doch stärker als normal sein kann. 

Während zwischen Urobilinogen und Urochromogenausscheidung 
kein Antagonismus besteht, scheint dies zwischen Bilirubin- und Uro- 
chromogenausscheidung der Fall zu sein, da höhere Grade von Bili- 
rubinurie mit stärkeren Urochromogenwerten kaum vergesellschaftet 
vorkommen. 

Es wurde zunächst durch Zusatz von Bilirubinharn zu ausgewertetem 
Urochromogenharn der Einwand ausgeschlossen, daß eine unmittelbar 
chemische Beeinflussung hierbei stattfände. Da dies nicht der Fall war. 
so mußte die Ursache der Erscheinung anderswo gesucht werden. An 
eine genetische Beziehung beider Substanzen war nach allem Bisherigen 
nicht zu denken. Es blieb daher wieder nur übrig, auf die Niere als ursäch- 
liches Moment zurückzugreifen. Da waren nun zwei Möglichkeiten vor- 
handen: wir wissen zunächst aus zahlreichen Untersuchungen, daß das 
Bilirubin das Nierenepithel schädigt, daß vielfach bei Ikterus Eiweiß- 
und Nierenzylinder im Harn gefunden werden. Unter diesen Umständen 
wäre es móglich, daß das Urochromogen trotz reichlich angebotener Mutter- 
substanz deshalb weniger reichlich in der Niere gebildet wird, weil ihr 
Parenchym durch den Gallenfarbstoff geschädigt ist. Es wäre aber auch 
möglich, daß jene Noxe, die zur Schädigung des Leberparenchyms und damit 
zur Bilirubinurie Anlaß gibt, auch das Nierenparenchym in derselben 
Weise angreift und dann gleichzeitig die Bildung des Urochromogens stört. 
Welche der beiden Erklärungen die richtige ist, läßt sich schwer sagen. 
Ich möchte mich der letzteren zuneigen. 


b) Die Urochromogenausscheidung bei Infektionskrankheiten. 


Die Kenntnis des Einflusses von Parenchymschädigungen der 
Niere auf die Urochromogenausscheidung ist von grundlegender Be- 
deutung für die richtige Beurteilung der Diazoreaktion bei allen Krank- 
heiten, insbesondere aber bei den akuten Infektionskrankheiten. Wollen 
wir uns daher bei einer gegebenen Krankheit ein Urteil über die Inten- 
sität der Beeinflussung des endogenen Stoffwechsels bzw. über die 
Schwere der Krankheit aus der ausgeschiedenen Urochromogenmenge 
bilden, so werden wir der Niere die ihr gebührende Aufmerksamkeit 
gleichzeitig schenken müssen. 
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Wir werden bei einer Nierenschädigung einen schwachen Ausfall der 
Diazoprobe bzw. einen niedrigen Urochromogenwert anders beurteilen, 
als wenn kein Anhaltspunkt hierfür vorhanden ist. Wir werden auch die 
Beobachtung von Burghardt, der manchmal erst bei der Besserung des 
Zustandes viel Urochromogen fand, hierbei nicht außer acht lassen und 
dies vielleicht mit einer Behebung einer Niereninsuffizienz in Zusammen- 
hang bringen können, welche eine Eliminierung der im Körper retinierten 
Schlacken nunmehr gestattet. Alle diese Verhältnisse lassen nur im Zu- 
sammenhalt mit dem klinischen Krankheitsbild eine richtige Deutung des 
Urochromogenbefundes zu. 


Die diagnostische Bedeutung der Diazoreaktion bei Masern, Typhus 
und anderen Krankheitszuständen ist aus der Erfahrung abgeleitet. 
Daß sie nicht absolut ist, und daß ihre einseitige Beurteilung zu Fehl- 
diagnosen führen kann, weiß jeder Kliniker. Eine erhöhte Urochromogen- 
ausscheidung, welche durch eine kräftige Diazo- oder Permanganat- 
probe angezeigt wird, ist für keine Krankheit pathognomonisch, wie 
ja jede infektiöse Noxe je nach ihrer Intensität oder dem individuellen 
Grad der Widerstandskraft den Stoffwechsel verschieden beeinflussen 
kann. Wie Burghardi habe auch ich bei Angina manchmal stärkste 
Diazoreaktion gesehen, die schon nach 1 bis 2 Tagen wieder verschwand. 
Darum aber auf die Unwesentlichkeit der Probe zu schließen, wäre ver- 
fehlt. Im gegebenen Zeitpunkt zeigt sie eine schwere Erschütterung 
des Stoffwechsels an, die sich in der Steigerung der Ausscheidung 
eines normalen Stoffwechselproduktes bis zum Zehnfachen und darüber 
äußern kann. Daß der Organismus auch so gewaltige Schäden über- 
winden kann, ist ein Beweis für seine Widerstandskraft, nicht aber 
ein Beweis für die Gleichgültigkeit der Erscheinung. 

Daher können wir den Untersuchungen fast aller Autoren, die sich 
mit der Diazo- und Permanganatprobe beschäftigt haben, entnohmen, 
daß die Intensität dieser Proben der Schwere der Krankheit proportional 
ist. Ein so erfahrener Untersucher wie Dolgow z. B. sagt: Die Menge des 
Diazokörpers ist bei Typhus direkt prcportional der Schwere und Dauer 
der Krankheit. In gleichen Sinne äußert sich Umikoff (26), daß die Probe 


mit der Schwere der Erkrankung zu, mit der Besserung abnimmt upd 
in den tödlichen Fällen bis zum Ende bestehen bleibt. 


Es kann hier nicht der Ort sein, die differentialdiagnostische Be- 
deutung der Diazoprobe in der internen Medizin zu erörtern. Sie sowohl 
wie die Permanganatreaktion haben sich ihren Platz in dieser Richtung 
schon gesichert. Wenn durch meine Untersuchungen diese Reaktionen 
ihres rein empirischen Charakters entkleidet und mit einem bestimmten 
Inhalt versehen werden, so kann dies der Sache nur zum Vorteil ge- 
reichen. Wir werden daher in der Terminologie der quantitativen 
Urochromogenbeurteilung sagen können, daß eine starke Urochromogen- 
ausscheidung, wie sie durch eine ausgesprochene Diazo- und Per- 
manganatprobe bei normaler Harnmenge angezeigt wird, bei einem 
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noch nicht klar definierten Krankheitsbild in einem bestimmten Sinne 
spricht. Man wird sich hierbei schwer auf eine genaue Größe dieser 
Ausscheidung festlegen können, jedoch erwarten dürfen, daß sie beim 
ausgesprochenen Krankheitsbild des Typhus z. B. in der Regel nicht 
unter einen gewissen Minimalwert herabgehe, dessen Höhe noch 
eingehendere Untersuchungen festlegen müssen. 

Ein Urochromogenwert von 0,5 pro Tag, also etwa das Zehnfache 
der Norm, ist beim Typhus kein besonders hoher Wert und bei Masern ist 
derselbe noch größer. Wir werden aber hierbei dio Beziehung zum Körper- 
gewicht nicht außer acht lassen dürfen. Wenn unter diesen Umständen 
einmal aus dem Urochromogenwert die Differentialdiagnose zwischen einer 
fieberhaften Gastroonteritis und einem Typhus gestellt werden soll, so 
wird ein Diazowert von vielleicht nur 0,1 pro Tag für die leichtere, den 
Stoffwechsel weniger tangierende Krankheit, also in diesem speziellen 
Falle für Gastroenteritis, ein höherer Wert dagegen, ceteris paribus, für 
eine typhöse Erkrankung sprechen. 

Die differentialdiagnostische Bedeutung der Diazoprobe beruht 
auf der verschiedenen Art, wie der Stoffwechsel auf verschiedenartige 
Noxen reagiert. Aus dieser differenten Reaktion, die wir jetzt schon 
bestimmter als verschiedene Intensität des endogenen Eiweißzerfalls 
definieren können, schließen wir auf verschiedene Noxen, die erfahrungs- 
gemäß den Stoffwechsel in verschiedener Weise alterieren. Mit der 
Möglichkeit, die Urochromogenausscheidung quantitativ zu schätzen und 
in Beziehung zur Norm zu bringen, gewinnen wir ein Maß zur Beurteilung. 
wie weit sich der gegebene Krankheitsfall in seinem endogenen Stojj- 
wechsel von der Norm entfernt, und können danach wichtige Schlüsse nicht 
nur auf das Wesen, sondern auch auf die Prognose dieses Prozesses ziehen. 


Dies gilt besonders für die tuberkulösen Erkrankungen. Unter 
den chronisch-infektiósen Prozessen spielt die Urochromogenaus- 
scheidung praktisch die wichtigste Rolle bei der Tuberkulose. Schon 
von allem Anfang an hat Ehrlich die ungünstige prognostische Be- 
deutung seiner Reaktion bei der Tuberkulose betont und, obgleich nicht 
unwidersprochen geblieben, hat sich doch die Ansicht: behaupten können. 
daß wir aus einer positiven Diazoreaktion bei der Tuberkulose, namentlich 
wenn sie längere Zeit hindurch konstant bleibt, auf eine sehr schlechte 
Prognose schließen können. Auch therapeutisch wurden sehr bedeutsame 
Folgerungen aus der vermehrten Urochromogenausscheidung gezogen. 
So von Klare (27) und Dúttmann in bezug auf die Indikationsstellung 
zur Behandlung der chirurgischen Tuberkulose, von.Guth (28) für 
die Vornahme eines künstlichen Pneumothorax, während M. und 
4. Weiss (29) in einer ausgesprochenen Urochromogenprobe bei der 
Lungentuberkulose eine Kontraindikation für die Vornahme der 
Tuberkulinbehandlung sehen wollen. In der letzten Zeit hat Gottschalk (30) 
die Urochromogenausscheidung, die er approximativ auf Grund der 
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Permanganatprobe schätzt, kurvenmäßig dargestellt und benutzt 
dieselbe als Hilfsmittel zur Beurteilung der Form und Prognose der 
Lungentuberkulose. 


Welche Bedeutung der quantitativen Verfolgung der Urochromogen- 
ausscheidung bei der Tuberkulose zukommt und im Rahmen weiterer 
Untersuchungen noch zukommen wird, kann ich hier nur andeuten. Die 
Frage, wie weit der endogene Stoffwechsel durch den Tuberkelbazillus 
und seine Gifte in Mitleidenschaft gezogen wird, spielt bei dieser eminent 
chronischen Krankheit die Hauptrolle bei der Prognosestellung. Ist doch 
das Maß der Zehrung, d. h. die Schnelligkeit des Körperverfalls fast das 
wichtigste Zeichen, nach dem sowohl der Arzt wie der Laie den Charakter 
eines tuberkulösen Leidens beurteilt, und liegt doch das Bestreben, die 
Intensität des durch den Krankheitsprozeß bedingten Gewebszerfalls in 
der Nomenklatur auszudrücken, allen unseren Stadieneinteilungen zu- 
grunde. In der Urochromogenausscheidung besitzen wir ein Maß für den 
endogenen Gewebszerfall oder für die Zehrung des Organismus. Wir können 
aus der quantitativen Schätzung dieses Körpers an einem bestimmten Tage 
oder besser während eines längeren Zeitraums beurteilen, ob eine Tuber- 
kulose schon oder noch mit Zehrung verbunden ist. Wir werden die Tendenz 
zur Besserung einer Tuberkulose schon weit früher, als es irgend eine Unter- 
suchungsmethode uns anzuzeigen vermöchte, an dem in der quantitativen 
Verfolgung der Urochromogenausscheidung sichtbar zutage tretenden 
kontinuierlichen Rückgang der Zehrung erkennen können und umgekehrt 
die Progression des Leidens an einem Fortschreiten dieser Zehrung. Der 
Einfluß von Bewegung und Ruhe tritt in der Ausscheidung dieses Körpers 
deutlich zutage. Lungenkranke, welche bei der Einlieferung ins Spital 
oder in die Heilstätte eine Urochromogenausscheidung von etwa 0,5 zeigen, 
können nach mehrtägiger Ruhe nur mehr die Hälfte oder weniger aus- 
scheiden, und in günstigen Fällen geht die Ausscheidung dieses Körpers 
auf ein nur wenig über der Norm liegendes Maß im Laufe der bloßen Be- 
handlung mit Ruhe zurück. Bei jeder Behandlung der Tuberkulose wird 
ein Rückgang der Zehrung bis zur Norm anzustreben sein. 


Die Urochromogenausscheidung ist ein sehr empfindliches Maß 
für die Zehrung des Körpers. Die Beobachtung lehrt, daß Kranke mit 
deutlicher Diazoreaktion an Gewicht ständig abnehmen. Ich habe in 
einer vor 11 Jahren geschriebenen Arbeit (31) den Satz aufgestellt, 
daß die Urochromogenausscheidung für den phthisischen Prozeß 
charakteristisch ist. Dies gilt im Lichte der neueren Untersuchungen, 
welche diesen Körper schon als physiologischen Harnbestandteil er- 
kennen lassen, naturgemäß für die pathologisch erhöhte Urochromogen- 
ausscheidung. Meine im Laufe dieser Zeit gesammelten Erfahrungen 
bestätigen diesen Schluß. Viel früher als es sonst möglich wäre, werden 
wir auf diese Weise einer Tuberkulose den phthisischen, d.h. zehrenden 
Charakter anmerken. 

Schon Burghardt betont, daß bei der Diazoreaktion die individuelle 
Disposition eine große Rolle spielt. Dies wird besonders durch das 
Verhalten der Urochromogenausscheidung bei der Tuberkulose illu- 
striert. Physikalisch gleich ausgedehnte Lungenprozesse mit gleich 
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hohem Fieber usw. ergeben einmal sehr hohe Urochromogenausscheidung, 
das andere Mal nur mäßige Erhöhung. Gerade bei der Tuberkulose 
kennen wir den Einfluß der individuellen Widerstandskraft besser als 
bei anderen Krankheiten und gerade hier sehen wir, wie sich das Er- 
lahmen dieser Widerstandskraft in einer früh einsetzenden oft sehr 
rapiden Zehrung des Körpers äußert, die ihren parallelen Ausdruck 
auch in einer hohen Urochromogenausscheidung hat. 

Ich muß mich im Rahmen dieser Darstellung mit den gegebenen 
Andeutungen begnügen. Daßin einem zweifelhaften Falledie Bestimmung 
` des Urochromogenwertes auch diagnostische Bedeutung als Hinweis 
auf einen noch nicht manifest gewordenen tuberkulosen Prozeß haben 
kann, will ich nur nebenbei bemerken. Die Urochromogenausscheidung 
darf nie losgelöst von dem gegebenen Krankheitsfall beurteilt werden. 
Denn zu mannigfaltig sind die Prozesse, welche zu einer Steigerung 
der Zehrung und daher zu einer vermehrten Ausscheidung dieses Körpers 
führen können. Nur als Symptom dieser Zehrung und als Gradmesser 
derselben darf der Urochromogennachweis betrachtet werden. Eine 
kritiklose Verwendung dieses Nachweises könnte mehr Schaden als 
Nutzen stiften. 


c) Die Urochromogenausscheidung bei malignen Tumoren. 


Die Urochromogenausscheidung bei den malignen Tumoren 
beansprucht ein besonderes Interesse, weil hier seit langem nach einem 
Korrelat des teilweise vorhandenen, teilweise angenommenen erhöhten 
Gewebszerfalls gesucht wird. Salamon und Saxl konstatierten beim 
Karzinom eine über die Norm erhöhte relative Oxyproteinsäure- 
ausscheidung. Ich selbst habe fast doppelt so hohe Prozentzahlen 
des Neutralschwefels vom Gesamtschwefel bei manchen Karzinomen 
gefunden. Wenn es richtig ist, daß der Urochromogenwert ein Maß 
für den endogenen Gewebszerfall ist, so müßte dies auch bei den bös- 
artigen Tumoren irgendwie zum Ausdruck kommen. Aber genau wie das 
Studium der Oxyproteinsáure- und der Neutralschwefelausscheidung 
und wie die Verfolgung der N-Bilanz keine Einheitlichkeit dieses Ver- 
haltens beim Karzinom ergebenhat, finden wir auch in der Urochromogen- 
ausscheidung ein von Fall zu Fall sehr wechselndes Verhalten. Im 
allgemeinen gehört eine starke Vermehrung des Urochromogens bis 
zu den bei den Infektionskrankheiten beobachteten Werten zu den 
Seltenheiten bei den Tumoren, obgleich vielfach höhere Werte als 
normal vorhanden sind. Daher wird in der Literatur eher der negative 
Ausfall der Diazoprobe, also im Bereiche der Norm oder nur wenig 
erhöhte Urochromogenausscheidung beim Karzinom hervorgehoben und 
differentialdiagnostisch betont (Krokiewicz) (32). Meine Beobachtungen 
ergeben gleichfalls, daß die malignen Tumoren im allgemeinen keine aus- 
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gesprochene Tendenz zu einer erhöhten Urochromogenausscheidung 
zeigen. Die Möglichkeit aber, daß ein maligner Tumor als Ausdruck 
eines starken endogenen Gewebszerfalls, somit einer besonderen 
Malignität von Haus aus eine starke Diazoprobe zeigt, ist ebenso gegeben 
und durch zahlreiche Beobachtungen gestützt, abgesehen von einem 
Hinaufschnellen des Urochromogenwertes durch eine sekundäre 
Infektion. 


Die hohe Relation des neutralen zum Gesamtschwefel und die relativ 
vermehrte Oxyproteinsäureausscheidung bei manchen Karzinomen ergibt 
hier keinen Widerspruch. Ich habe schon früher diese relative Vermehrung 
der Neutralschwefel liefernden Substanzen auf die gleichzeitig verminderte 
Nahrungsaufnahme bei manchen Karzinomen, welche im niedrigen Gesamt- 
schwefel bzw. Gesamtstickstoffwert zum Ausdruck kam, zurückgeführt, 
ganz analog wie bei der Inanition. Daß dabei auch der endogene Anteil 
des Neutralschwefels erhöht sein kann, soll zugegeben werden, aber seine 
absolute Größe ist entsprechend der relativ niedrigeren Urochromogen- 
ausscheidung wahrscheinlich bei den Tumoren niedriger als bei den mit 
starker Diazoreaktion einhergehenden Infektionskrankheiten. Obgleich ich 
daher von vornherein keinen Grund habe, in dem Verhalten der Uro- 
chromogenausscheidung beirn Karzinom eine Abweichung von dem von 
mir aufgestellten Gesetz, daß dieselbe ein Maß für den endogenen Gewebs- 
zerfall darstellt, zu erblicken, so will ich doch die Möglichkeit nicht ab- 
lehnen, daß bei den malignen Tumoren vielleicht andersartige Produkte 
des Eiweißzerfalls auftreten könnten, die nicht in einer verstärkten Uro- 
chromogenausscheidung zum Ausdruck kommen müssen; denn die er- 
höhte Urochromogenausscheidung ist ja nur eine Teilerscheinung eines 
erhöhten intermediären Stoffwechsels, der vielleicht in anderen Fällen 
auch ohne stärkere Anteilnahme des im Urochromogen zutage tretenden 
Gewebszerfalls verlaufen könnte. Wie gesagt, besteht aber vorläufig kein 
zwingender Grund zu einer solchen Annahme. Das Postulat eines ab- 
weichenden, in irgend einer Richtung besonders gesteigerten Gewebszerfalls 
beim Ca als allgemein gültiges Gesetz konnte bisher durch keine der darauf 
angewandten Untersuchungsinethoden erfüllt werden, und halte ich e 
daher durchaus für möglich, daß das Verhalten des Urochromogens auch 
bei dieser Krankheit sich mit meinen bisher entwickelten Auffassungen 
verträgt. 

Tumoren des Ovariums sollen zu einer vermehrten Urochromogen- 
ausscheidung Anlaß geben. Klaften konnte in solchen Fällen keinen 
höheren Prozentsatz positiver Diazoreaktionen finden als bei anderen. 
Vom Melanosarkom dagegen glaube ich auf Grund meiner eigenen 
und den in der Literatur niedergelegten Beobachtungen, daß es zu 
einer starken Urochromogenausscheidung führt. Der in zwei 
Melanosarkomfällen von mir konstatierte Urochromogenwert gehört 
zu den höchsten, die ich beobachtet habe. Der rapide Körperverfall 
ist beim Melanosarkom besonders ausgesprochen. Die (anscheinend 
regelmäßig) erhöhte Urochromogenausscheidung bei diesem bösartigen 
Gewächs erklärt sich daher ungezwungen als Ausdruck des foudroyanten 


Gewebszerfalls, der diesem Neugebilde zukommt. 
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d) Die Urochromogenausscheidung bei inkompensierten Herzfehlern. 

Ein eigenartiges auf den intermediären Stoffwechsel ein neues 
Licht werfendes Verhalten der Urochromogenausscheidung finden 
wir in manchen Fällen von Herzfehlern und Herzleiden. Diese in der 
Regel ganz ohne Fieber verlaufenden Krankheiten können zu einer 
starken Diazoreaktion Anlaß geben. 

Ich habe mehrere Fälle beobachtet, wo bei Concretio und Accretio 
cordis mit gleichzeitigen Verwachsungen der Pleura und vielfach mit 
Aszites vergesellschaftet, eine sich über mehr als ein Jahr erstreckende 
gesteigerte Urochromogenausscheidung zu beobachten war mit Werten, 
die nur wenig gegenüber den bei der Phthise z. B. gefundenen zurück- 
standen. Vielfach sind derartige Zustände die Folgeerscheinung einer 
Polyserositis und daher vielleicht auch infektiöser Ätiologie. Aber es wäre 
gezwungen, alle Beobachtungen in dieser Richtung auf infektiöse Poly- 
serositiden zurückzuführen. Denn Fieber kann vollständig fehlen und im 
Vordergrund stehen die Insuffizienzerscheinungen von Seite des Herzens. 
Wir müssen daher derartigen Erkrankungen auch die Fähigkeit zuschreiben, 
den Stoffwechsel in gleichem Sinne zu alterieren, wie es infektiöse und 
andere Noxen tun, ohne aber das eigentlich ätiologische Moment mit Sicher- 
heit angeben zu können. 

Eine restlose Deutung dieser Erscheinung ist schwierig, aber wir 
finden auch hier jenen Parallelismus zur gesteigerten Neutralschwefel- 
ausscheidung wieder, den wir bei der Verfolgung der Urochromogen- 
ausscheidung in der Pathologie nirgends vermissen. So haben Harnack 
und Kleine darauf verwiesen, daß bei an anhaltender Dyspnoe leidenden 
Menschen der Prozentwert des Neutralschwefels ganz erheblich ansteigt, 
ohne hierin aber einen direkten Zusammenhang mit den dyspnoischen 
Anfällen zu sehen. Seit jeher besteht die Tendenz, den Neutralschwefel 
zur oxydativen Kraft des Organismus in Beziehung zu bringen. Wie 
ich schon in einer früheren Arbeit:betont habe, sind wir nicht zur An- 
nahme gezwungen, daß mangelhafte Oxydation des Schwefels die 
Ursache der Steigerung des Neutralschwefels sei. Die Behinderung 
der Sauerstoffzufuhr könnte schon an sich zu einem rascheren Absterben 
der Zellen führen und eine auch in der Urochromogenausscheidung 
zum Ausdruck kommende Steigerung des endogenen Gewebszerfalls 
bewirken. 


IV. Allgemeine Betrachtungen. 


Ich habe mich im vorstehenden bemüht, die Grundlinien einer 
Physiologie und Pathologie des Urochromogens zu entwerfen. Die 
Diazo- und Permanganatproben, ihres rätselhaften Charakters zum 
Teil entkleidet, erscheinen damit als Reaktionen eines Stoffwechsel- 
produktes, aus dessen weiterer Verfolgung die physiologische Chemie 
sowohl wie die interne Medizin, die sich hier die Hände reichen, noch 
weiteren Nutzen schöpfen dürften. Der endogene Eiweißzerfall in 
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seiner Bedeutung für die Pathologie früh erkannt und vielfach 
bearbeitet, aber doch bisher wenig erforscht, wird durch das Uro- 
chromogen und seine quantitative Verfolgung ein wenig aufgehellt. 
Ebenso wie von dem durch die Nahrung zugeführten Eiweiß nicht 
alles bis zu den Endprodukten verbrannt wird, ist dies auch bei dem 
im intermediären Stoffwechsel abgenutzten Eiweiß der Fall. Diese 
unvollständig verbrannten Teile des Eiweißmoleküls stellen die so- 
genannten Oxyproteinsäuren (Bondzinsky und seine Schule) vor. Diese 
Schlacken sind stickstoff- und schwefelhaltig. Ihre Anwesenheit kommt 
im sogenannten Neutralschwefel des Harns zum Ausdruck, dessen 
größten Teil sie wahrscheinlich ausmachen. Ebenso wie beim Neutral- 
schwefel werden wir auch bei den Oxyproteinsáuren einen exogenen 
und endogenen Anteil unterscheiden müssen. Das Urochromogen 
gehört zu den endogenen Oxyproteinsáuren. Es stellt in der Norm 
nur einen sehr kleinen Teil derselben vor, kann aber unter dem Einfluß 
von zehrenden Faktoren sehr stark ansteigen. Aus dem Parallelismus 
- zwischen Urochromogen- und Neutralschwefelausscheidung ergibt sich 
mit größter Wahrscheinlichkeit, daß gleichzeitig mit dem Urochromogen 
auch andere endogene Oxyproteinsäuren im Harn erscheinen und daß 
wir im Urochromogen einen Index des endogenen Gewebszerfalls oder 
der Zehrung des Organismus sehen dürfen. 

Das Urochromogen dürfte erst durch eine spezifische Tätigkeit 
der Niere entstehen. Deshalb ist es im Blutserum nicht nachweisbar 
und tritt bei manchen Erkrankungen der Niere völlig zurück. Ob 
dieser Körper bzw. seine Muttersubstanz bei den durch Niereninsuffizienz 
hervorgerufenen Vergiftungserscheinungen eine größere Rolle spielt, 
wie Thudichum für sein Urochrom geneigt war anzunehmen, läßt sich 
mangels darauf gerichteter Untersuchungen nicht sagen. Das Uro- 
chromogen selbst scheint nach den Untersuchungen von Brieger un- 
giftig zu sein. 

Die Muttersubstanz des Urochromogens mit Sicherheit anzugeben, 
ist bis jetzt noch nicht möglich. Vieles weist auf den Zellkern hin. 
So besonders die Fähigkeit des Körpers, ein echtes Melanin zu liefern, 
eine Eigenschaft, die es mit den pigmentliefernden Teilen der Zelle 
in Beziehung bringt. Es läßt sich auch noch nicht sagen, ob die das 
Urochromogen liefernde Muttersubstanz erst bei der vollständigen 
Destruktion der Zelle frei wird oder ob nicht eine unter dem Einfluß 
gewisser Noxen, die schon physiologisch angedeutet sind, gesteigerte 
spezifische Zelltätigkeit vorliegt, etwa analog der reichlichen Ab- 
scheidung von Pigmentmuttersubstanzen bei gewissen Hautreizen. 
Vieles, so insbesonders die gleichzeitig vermehrte Ausscheidung von 
anderen Oxyproteinsäuren endogenen Ursprungs, die im Neutral- 
schwefel zum Ausdruck kommt, die Gewichtsabnahme, die vitale Be- 
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deutung einer länger andauernden Urochromogenausscheidung weisen 
auf die Zerstörung von wichtigen Zellteilen hin und ist vielleicht das 
Urochromogen die beim Untergang des Zellkerns zurückbleibende 
Schlacke jenes Anteils desselben, aus welchem auch die Muttersubstanz 
des Pigments hervorgeht. Aber alle diese Fragen harren noch der 
Lösung. 

Ich will die allgemeinen Betrachtungen über das Urochromogen 
nicht schließen, ohne das Wesentliche dessen anzuführen, was sich 
über die Konstitution des Körpers sagen läßt. Das Urochromogen 
gibt von Eiweißreaktionen nur die Xanthoproteinreaktion, welche sich 
nach Ausschluß des Tryptophans wegen des Fehlens der Adamkiewicz- 
Liebermannschen Probe und bei Ausschluß von Tyrosin: wegen des 
Fehlens der Millonschen Probe nur auf Phenylalanin zurückführen 
läßt. Den Phenolkern, für welchen auch andere Reaktionen sprechen, 
werden wir wohl mit Sicherheit im Urochromogen annehmen können. 
Die starke Kuppelungsfähigkeit mit den Diazoreagenzien deutet auf 
eine längere Seitenkette im Urochromogen hin und die hohe chromogene 
Tendenz desselben auf ungesättigte Gruppen. Über diese Seitenkette 
Bestimmtes auszusagen, wäre noch verfrüht. Doch sind Anhalts- 
punkte vorhanden, welche eine, wenn auch hypothetische Diskussion 
hierüber gestatten. Das Urochromogen enthält organischen Schwefel. 
Es ist ein Derivat des Eiweißstoffwechsels. Ist es unter diesen Um- 
ständen nicht natürlich, an eine Cvsteinverbindung zu denken, nachdem 
wir im Eiweiß ja nur Cystinschwefel kennen ? Dann würde aber nicht 
einfach Alanin, sondern das Thioderivat, also Cystein an den Phenol- 
kern gebunden sein. Dieser Auffassung widerspricht nur eins, daß 
wir ein Phenylcystein als einfachen Eiweißbaustein etwa analog dem 
Phenylalanin, nicht oder vielleicht noch nicht kennen. Die Möglichkeit 
der Existenz eines solchen Körpers, der durch seinen Phenol- und 
Schwefelgehalt zu einem Chromogen besonders prädestiniert wäre und 
der im Urochromogen einen wesentlichen Bestandteil bilden könnte, 
sei hiermit hypothetisch angedeutet. 
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Notiz über den isoelektrischen Punkt der Muskeleiweißstoffe. 
Von 


Karl Otto Granström. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm.) 
(Eingegangen am 14. Oktober 1922.) 


Soviel ich weiß, sind Bestimmungen über den isoelektrischen Punkt 
der Muskeleiweißstoffe bis jetzt nicht ausgeführt worden, und da die 
Frage nicht ohne Interesse in Hinsicht der Theorie der Muskelkontrak- 
tion als Säurequellung ist, habe ich einige Versuche darüber angestellt. 

Material: Muskulatur der hinteren Extremitäten von Kaninchen 
(in einem Falle von Katze). 

Um alle Bluteiweißstoffe so vollständig als möglich wegzuschaffen, 
wurden die Muskeln kurz nach dem Tode des Tieres von Bauchaorta 
aus mit physiologischer Kochsalzlösung gut ausgespült. Die Muskeln 
wurden zerkleinert und dann mit phvsiologischer Kochsalzlósung 
extrahiert. Das Filtrat von diesem Extrakt wurde mit dem gleichen 
Volumen gesáttigter Ammoniumsulfatlósung gefällt. Die ausgeschie- 
denen Eiweißstoffe können hier als Myosin und die zurückge- 
bliebenen als Myogen bezeichnet werden. Das Myosin wurde einige 
Male mit halbgesättigter Ammoniumsulfatlósung in der Zentrifuge 
gewaschen, dann in destilliertem Wasser aufgelóst; diese Lósung ist zu 
den Versuchen verwendet. | 

Reihen von Reagenzgläsern mit konstantem Natriumacetatgehalt 
und wechselndem Essigsäuregehalt wurden mit gleichen Mengen Alkohol 
und Myosinlösung versetzt, und das Flockungsoptimum wurde notiert. 
Im Rohr mit der stärksten Flockung und in den zwei nächstliegenden 
wurde py elektrometrisch gemessen. 

Die Versuche mit Myosin ergaben folgende Resultate: 
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Versuch. E D L 8 | 2 | 3 | 4 
Zweitstärkste Flockung `... | 4,48 4,14 403 | 4,07 
ockungsoptimum ..... 4,12 3,83 — — 
Pa] Zweitstärkste Flockung ol 362 | 374 | 372 | 350 
Mittel............ 4,12 3,90 3,87 3,78 





Als Mittel für den isoelektrischen Punkt also py = 3,92. 
Mit Myogen habe ich noch nur ziemlich schwankende Resultate 
bekommen. 


Die Untersuchung wird unter genaueren Bedingungen von mir 
fortgesetzt. 


Zur Methodik der Blutalkaleszenzbestimmung. 
Von 
Hans Gollwitzer. 


(Aus der medizinischen Poliklinik Halle und der medizinischen Klinik 
Greifswald.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1922.) 


Die modernen Anschauungen über Wesen, Entstehung und diagno- 
stische Bedeutung der Azidose haben das Bedürfnis nach einer auch für 
den Praktiker brauchbaren, d.h. den Anforderungen der Einfachheit 
und Zuverlässigkeit genügenden Methode zur Bestimmung der Blut- 
reaktion wachgerufen. Die weitgehenden Wandlungen in der Auf. 
fassung vom Wesen der Azidose haben dieses Bedürfnis nicht zum 
Erlöschen gebracht, nur den Mittelpunkt der Frage verschoben. Die 
aktuelle Reaktion des Blutes wird durch außerordentlich feine Regula- 
tionsmechanismen auch unter pathologischen Verhältnissen weitgehend 
konstant erhalten. Ihre Bestimmung ist deshalb fast weniger von Be- 
deutung als der Stand des Regulators bzw. die Größe der Beanspruchung 
des Pufferungsvermögens im Blut. Nach dem gegenwärtigen Stand 
der Methodik herrscht Einigkeit darüber, was gemessen werden muß, 
um die Verhältnisse aufzuklären. Objekt der Messung ist die Alkali- 
reserve des Blutes. Gemessen wird sie an der CO,-Kapazität des Blutes 
in Volumprozenten CO, bei bekannter CO,-Spannung. Um so größere 
Verschiedenheiten bestehen in der Art der Messung. 

Den Erfordernissen bei klinischen Untersuchungen ausdrücklich 
angepaßt ist die Methode von Rohonyi!). Sie stellt sich dar als titri- 
metrische Bestimmung des NaHCO,-Gehalts im eiweißfreien Blutserum 
bei einer konstanten CO,-Spannung, nämlich jener der gewöhnlichen 
Atmosphäre. | 

In Amerika wurde eine von van Slyke?) angegebene Methode 
mehrfach erprobt, die das Säurebindungsvermögen des Blutplasmas 
durch Zugabe von Salzsäure und Titration des Säureüberschusses 
bestimmt. Für wissenschaftliche Untersuchungen am meisten ver- 
wendet ist bis heute die Methode der Blutgasanalyse nach Barcroft mit 
Bestimmung des CO,-Gehalts im Blut oder Serum bei verschieden 
eingestellter CO,-Spannung, unter Ermittlung einer Kohlensäure- 
bindungskurve in Deutschland durch H. Straub?) für klinische Zwecke 
ausgebaut und einer Reihe von Arbeiten zugrunde gelegt. 

1) Münch. med. Wochenschr. 67, 51, 1920. 


2) Journ. of biol. Chem. 38, 167, 1919. 
3) Handi, d. biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, Teil 10. Berlin /Wien 1921. 
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Diese drei genannten Methoden wurden zum Zwecke einer 
vergleichenden Prüfung ihrer Ergebnisse in der folgenden Arbeit 
nebeneinander an einer Anzahl von Blutproben zur Anwendung 
gebracht. 


Die technische Ausführung richtete sich nach den Angaben in den 
bezeichneten Veröffentlichungen. Soweit menschliches Blut nicht in ge- 
nügender Menge zur Verfügung stand, wurde Blut von Schlachttieren 
verwendct. Die Gerinnung wurde teils durch Zusatz von Natriumoxalat 
(Präparat ,,zur Analyse nach Sörensen“ von Kahlbaum), teils durch De- 
fibrinierung verhindert. Sodann erfolgte Ausgleich der CO,-Spannung 
des Blutes mit der der Atmosphäre durch Schütteln mit Luft. Bei Blut- 
mengen über 50 ccm wurde mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe ein Luft- 
strom hindurchgesaugt, wegen der starken Blasenbildung in einem Kolben 
von 1,5 bis 2 Liter Fassungsvermögen. Die notwendige Dauer der Lüftung 
steigt beträchtlich mit der Menge des Blutes. Für 200 cem erwiesen sich 
30 Minuten als noch nicht ausreichend, da sich bei 50 Minuten eine weitere 
Abnahme der CO,-Vol-Proz. feststellen ließ. Nach ausgiebiger Arteria- 
lisierung des Blutes wurde das Serum durch Zentrifugieren von den Blut- 
körperchen getrennt. Hierauf wilrde zunächst zur Rohonyischen Methode 
1,5 ccm Serum tropfenweise zu 10 com absoluten, gegen Alizarin neutralen 
Alkohol gegeben und eine halbe Stunde stehen gelassen. Während dieser 
Zeit wurde die Titration nach van Slyke ausgeführt. Hierbei ergab sich 
insofern eine Abweichung von der Originalmethode, als die Maßnahmen 
zur Vermeidung eines CO,-Verlustes (Auffangen und Zentrifugieren des 
Blutes unter Paraffin) in Wegfall kommen konnten. Im übrigen wurde 
nach Vorschrift des Autors verfahren: zu 2ccm Serum (oder Plasma, 
je nach der Vorbehandlung) Zusatz von 5 ccm n/50 HCl, Titration dieses 
Gemisches mit n/50 NaOH bis zur Farbgleichheit mit einer Sörensen- 
Pufferlösung von der Wasserstoffzahl 7,4 und Bestimmung der Differenz 
zwischen dem dabei gefundenen NaO H-Verbrauch und dem der jedesmal 
neu angestellten Kontrolle von 5 ccm n/50 HCl gegen 5 ccm n/50 NaOH. 
Die Titration erfolgte aus einer in Hundertstel Kubikzentimeter geteilten 
Mikrobürette (Tropfengröße 0,03 cem). Die n/50 HCIl-Lósung war aus 
einer von der Firma Kahlbaum gelieferten n/10 Lösung mit garantiertem 
Titer (‚zu Enzymstudien nach Sörensen“) hergestellt. Die n/50 NaOH- 
Lösung wurde durch Titration danach eingestellt. Zum Schutz gegen die 
Einwirkungen des Glases und der Luft wurde sie in einer innen paraffinierten 
Flasche aufbewahrt, die mit einem seitlichen Ansatzrohr der Mikrobürette 
in fester, durch Paraffin abgedichteter Verbindung stand, so zwar, daß 
nach Öffnung cines eingeschalteten Quetschhahns die Bürette durch Heber- 
wirkung sich automatisch füllte. An den Stellen möglicher Kommunikation 
mit der Außcenluft wurde Natronkalk vorgelegt. Bei dieser Anordnung 
war die von Haskins und Osgood!) empfohlene Aufbewahrung der Lauge 
in kleinen Einzelportionen unnötig. Als Indikator diente Neutralrot. 
Die Vergleichslósung wurde nach Sörensen aus primärem und sekundárem 
Phosphat gemischt nach dem Rezept: ` 


Na HPO,-2 H,O .... 0... . 9678 
KH PO; a a 3 aa ie e GOLE 
Aqua dest. (ausgekocht) . . . ad 1000 


1) Nach dem Referat im Kongreßzentralbl. 18, 514, 1921. 
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Die Erkennung der Farbgleichheit wurde nach dem Muster des Kom. 
parators von Walpole dadurch erleichtert, daß hinter der Vergleichs- 
flüssigkeit eine Mischung von Kaliumsulfat und Bariumchlorid mit der 
erforderlichen Trübung, hinter der Versuchsflüssigkeit reines Wasser avi- 
gestellt und gegen durchfallendes Licht beobachtet wurde. 

Im Anschluß an die Titration nach van Siyke wurde die Rohonyische 
Methode ausgeführt. Nach halbstündigem Stehen der Serum-Alkohol- 
mischung wurde durch gehärtete Faltenfilter filtriert und 7,7 cem des 
Filtrats mit n/100 HCl bis zum Auftreten der sauren Färbung titriert. 
Hierzu war cine zweite Mikrobürette vorhanden, deren Tropfengröße ent- 
sprechend ihrer kleineren lichten Weite und feineren Spitze nur 0,02 eem 
betrug. 

EE ergaben bei beiden Methoden durchschnittliche 
Unterschiede von 0,01 bis 0,03 ccm. Beide Methoden wurden nur bei 
Tageslicht und daher in der zeitlichen Reihenfolge stets zuerst ausgeführt. 

An dritter Stelle folgte die direkte Bestimmung des CO,-Gehalts in 
0,lccm Serum durch Analyse mit dem kleinen Differentialapparat von 
Barcroft. Das Serum wurde bis dahin in den Eisschrank gebracht. 

Dem Zweck der Arbeit genügte die Untersuchung beim atmo- 
sphärischen CO,-Teildruck, so daß die ‚künstliche Lunge‘‘, das Tono- 
meter zur Herstellung willkürlicher Kohlensäurespannungen außer An- 
wendung bleiben und die Schüttelgefäße einfach aus einer 0,1 cem- 
Pipette gefüllt werden konnten. Es brauchte auch hier die Berührung 
der Versuchsflüssigkeit mit der Außenluft nicht verhütet zu werden. 

Die absoluten Werte der ausgeführten Bestimmungen bewegten 
sich in ziemlich weiten Grenzen. Inwieweit dabei pathologische Ver- 
háltnisse eine Rolle spielten, wurde nicht näher geprüft. Die Frage 
nach den absoluten und den Durchschnittswerten trat in den Hinter- 
grund, da es vor allem darauf ankam, das Verhalten der Endergebnisse 
zueinander bei relativ gleichen Versuchsbedingungen zu beobachten. 

Aus der Gegenüberstellung der mit den drei Methoden gewonnenen 
Werte ist zunächst ersichtlich, daß die Titration nach van Slyke durch, 
weg die höchsten, die Titration nach Rohonyi durchweg die niedrigsten 
Zahlen ergibt. Die Ergebnisse der CO,-Analyse stehen den Zahlen der 
Rohonyischen Methode näher wie denen der van Slykeschen. Die 
Differenzen zwischen der CO,-Analyse und der van Slykeschen Titration 
sind beträchtlich, sie bewegen sich zwischen 15 und 20 Vol.-Proz., die 
Differenzen zwischen CO,-Analyse und Rohonyischer Methode betragen 
2 bis 10 Vol.-Proz. Während aber die Differenzen van Slyke — CO; 
Analyse — eine Häufung um 15 Vol.-Proz. zeigen, ist in den Differenzen 
— CO,-Analyse — Rohonyi keine Gesetzmäßigkeit erkennbar. 

Zur Erklärung der beobachteten Differenzen unter den drei 
Methoden bedarf es zunächst einer Würdigung der Frage, ob die Über- 
einstimmung der Vorbedingungen hinreicht, um als Grundlage für einen 
Vergleich zu dienen. Hierbei ergibt sich aus dem grundsätzlich ver: 
schiedenen Vorgehen der drei Methoden, daß durch Herstellung der 


Blutalkaleszenzbestimmung. 693 


CO,-Spannung der Außenluft nicht überall gleiche Voraussetzungen 
geschaffen werden können. 

Die gasanalytische Methode bestimmt die Menge von CO,, die 
aus O,lccm Blut durch Zusatz von Weinsäure freigemacht werden 
kann. Alkali, das nicht an Kohlensäure gebunden ist, erscheint daher 
hier in den Endwerten nicht, gleichviel bei welcher CO, -Spannung die 
Analyse vorgenommen wird. 

Die beiden titrimetrischen Verfahren dagegen bestimmen den 
Gesamtalkaligehalt bzw. das ganze Säurebindungsvermögen. Folge- 
richtigerweise könnte hier das Endergebnis nicht einfach als CO,-Vol.- 
Prozent ausgedrückt werden, da auch jenes Alkali mit einbegriffen ist, 
das für CO,-Bindung nicht zur Verfügung steht, sei es wegen Bindung 
an stärkere Säuren oder an Eiweißkörper, die nach der chemischen 
Vorstellung in diesem Falle der CO, gegenüber die Rolle einer stärkeren 
Säure spielen könnten. Für solche Bindung kommen in Betracht die 
Phosphorsäure und die Serumeiweißkörper. 

Das Vorhandensein von Alkali in derartiger Bindung wurde durch 
Untersuchungen von Zuntz und Loewy?!) festgestellt und später von Rona 
und Gyorgy?) bestätigt. Letztere Autoren berechnen die Menge dieses 
„nicht dialysierbaren** Alkali zu 10 bis 15% der Gesamtmenge. Die An- 
schauungen Robertsons?), die allerdings nicht unwidersprochen blieben4), 


gingen darüber hinaus bis zu der Annahme, daß die sáurebindenden Va- 


lenzen der Eiweißkörper im Serum ein Fünftel der Gesamtbindungsfähigkeit 
ausmachten. 


Bei der Rohonyischen Methode muß naturgemäß das Alkali, das 
an Eiweiß gebunden ist, mit der Ausfällung der Eiweißkörper durch 
Alkohol aus dem Titrationsergebnis verschwinden, ferner auch der 
Betrag an CO, unbestimmt bleiben, der in den von Rona und György 
angenommenen „Carbaminoproteinen“ festgelegt wäre. Dies sind aus- 
reichende Gründe für die Erscheinung, daß die Rohonyische Methode 
grundsätzlich die niedrigsten Zahlen liefert. 

Das Vorgehen der van Slykeschen Titration nach den Original- 
verfahren ist ein wesentlich anderes. Hier wird das Blutplasma von den ` 
Körperchen getrennt unter Erhaltung der im Venenblut herrschenden 
Kohlensäurespannung. Der Chemismus des so gewonnenen Plasmas 
unterscheidet sich von dem in der hier angewendeten Weise vor- 
behandelten Serum um alle Änderungen, die durch Ionenaustausch 
zwischen Serum und Blutkörperchen beim Schütteln des Gesamtblutes 
mit Luft vor sich gehen. Wenn auch über diese Vorgänge noch keines- 
wegs volle Klarheit besteht, so ist doch sicher, daß der Bikarbonatgehalt 





1) Arch. f. d. ges. Physiol. 58, 1894. 

2) Diese Zeitschr. 56, 416, 1913. 

3) Journ. of biol. Chem. 6, 313, 1909; 7, 351, 1910. 
t) L. Henderson, ebendaselbst 7, 29, 1909. 
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in beiden Fällen ein beträchtlich verschiedener ist. Das van Slykesche 
Originalverfahren muß höhere Werte liefern als die in der vorliegenden 
Arbeit gebrauchte Modifikation. Die Größe der zu erwartenden Diffe- 
renzen kommt hier jedoch wegen der ganz anders gelagerten Versuchs- 
bedingungen nicht zum Ausdruck. Die erwähnte Abweichung von der 
van Slykeschen Methodik sollte hier auch gar nicht einem Vergleich 
mit der Originalmethode dienen, sondern für den Vergleich mit dem 
Rohonyischen und dem gasanalytischen Verfahren ein Serum von 
demselben Bicarbonatgehalt schaffen. Das Versuchsobjekt war also 
für die drei Methoden dasselbe. Die Verschiedenheiten der Methodik 
mußten trotzdem differierende Ergebnisse vorher sehen lassen. Denn 
in einem und demselben Serum bestimmte die gasanalytische Methode 
den CO,-Gehalt, die Rohonyische den Alkaligehalt, die van Slykesche 
das Säurebindungsvermögen. | 

In einer ersten Reihe von Versuchen teils mit defibriniertem, teils 
mit Oxalatblut wurde nur die Rohonyische und die gasanalytische 
Methode nebeneinander angewendet. Die Ergebnisse sind in den 
Tabellen I und II zusammengestellt. Doppelbestimmungen lieferten 
bei beiden Methoden unter sich gute Übereinstimmung. Es kamen 
jedoch auch bei den von vornherein als normal anzusehenden Fällen 
größere Abweichungen von der „mittleren Carbonatzahl‘ 1,42 zur 
Beobachtung, als sie nach den Angaben Rohonyis dem Bereich der 
Norm entsprechen sollten. Insbesondere ergaben sich zu Anfang der 
Untersuchung häufig auffallend hohe Zahlen. Die Nachprüfung durch 
Titration desselben Blutes nach verschieden langer Lüftungszeit führte 
zur Überzeugung, daß in diesen Fällen der CO,-Ausgleich mit der 
Atmosphäre nicht genügend weit erreicht war. Die fraglichen Versuche 
blieben daher unberücksichtigt. Andererseits lag aber auch wiederholt 
die Carbonatzahl unter dem von Rohonyi als normal bezeichneten 
Minimum 1,25 bei Personen, die klinisch nicht den geringsten Anhalt 
für Bestehen und Annahme einer Azidose boten. Es wird in dieser Frage 
eine zuverlässige Abgrenzung der normalen Variationsbreite nicht ohne 
genauere Kenntnis des Abnormen und mancher vorerst noch nicht im 
einzelnen erfaßter äußerer und individueller Einflüsse möglich sein. 
Der Zusammenhang zwischen klinischer Diagnose und Höhe des 
CO,-Gehalts im Blut war hier nicht Gegenstand der Untersuchung 
und schien ohne Einwirkung auf die Differenz der Ergebnisse beider 
Methoden. Im allgemeinen gingen diese annähernd parallel, so daß 
ungewöhnlich niedrige Werte in gleicher Weise erkennbar wurden. Die 
Differenzen bewegten sich aber schwankend zwischen 1,73 und 10,53 Vol.- 
Prozent. Es kam die Möglichkeit in Betracht, daß verschieden hoher 
Eiweißgehalt des Serums mit entsprechend verschiedener Alkalibindung 
durch die Eiweißkörper als Ursache der Schwankungen eine Rolle 
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Tabelle I. Menschliches Oxalatblut. 








| 











A 5 SC | Rohonyi Gasanalyse 
Nme BEE lee Yale wn "wn DÉI 
| g | < | C Proz. Mittel Proz. Mittel e 
R.O. el 45 ¡ Rekurrensparese 1,06 ` 23,74 Io 67 
| 1,07 :23,96 23 ‚85 1130, 94 20. 30. 6,45 
HG æ 29 Normalfall. . . 1,18 26,43 | 
! 1,19 26,65 26,54 , 35,0 8,46 
M.B.. Q 34 Lues IT... 1,07 23,96 | 29,50 
| Aë — D ‚52 28,54 4,58 
B.J. co" 21 | Gripperekon- 1,29 28,89 ı 36,38 | 
AD, |  valeszenz 1,32 29,56 29,22! 35,27 35,97 6,75 
S.E. 2:53: Klimakt. Be- - 1,43 : 32,03 
| ' schwerden 1,41 31,58 31,32 39,22 7,90 
| b 1,40 31,36 i 
D.M. Y ' 37 ' Obstipation . . 1,42 2180 | | 
| 1,42 31,80 . 37,95 37,95 6,15 
D.M. 9 41 Mitralstenose. . 1,17 26,20 30,08 
zZ | 1,16 ‚25,98 , 26,00 30,50 | 30, 29 . 4,29 
K.F | Q | 60 i Myodegeneratio 1,42 21. '80 | 139,89 | 
© | eordis 1,43 32,03 31,82 38,58 | 39,23 | 7,41 
| | 1,43 | 32,03 | 
C.O. y 76 | Prostatahyper-- 1,06 ' 23,74 26,86 | 
. trophie 1,09 24,41 24,07 25,69 ¡26,27 2,20 
T.L. ' Q 51 ; Arthritischron. . 1,48 33,13 
| 1,50 33,58, 33,35 42,77 9,42 
W.I. | 43 | Vasomotorismus 1,47 32,91. | 
SÉ 1,46 32,69 32,80 37,07 4,27 
R.W. ol 17 Normal . . . . 1,55 34,70 37,97 3,27 
H.I. 2:5 | Tb. pulm.. . . 1,66 37,16. | 
| 1,69 37,83 37,49 46,63 | 9,14 
T.E. "e 37 ı, Punkt, Störung 1,62 36,27 y 45, CH 8,95 
H.K. 2 | 52 | Psychose . . . 1,60 35,82 | 
| | 1,57 35,47 35,64 41,69 | 6,05 6,05 
I. K. eg 34 |. Funkt. Magen- - 1,39 ‚31,12 | | 
| stórung “1,38 30,90 | 31,01 38,97 | . 7,96 
T.N. Ier 30 | Tb. pulm.. . . ' 1,60 35,84 46,37 ' 10,53 
BD Q9: 45 | Lues III’... 1,44 32,69. 
| i 1,46 32,24 32,46 39,0 6,54 
E.H. ee 70 | Asthma bronch. 1,24 27,77 
| | 1,27 28,43 128,10 33,75 5,65 
P.P. ar: 30 | Obstipatio spast. 1,10 24,64 30,54 5,90 
B. A. ' Q | 38 ' Schrumpíniere . | 0,83 18,58 21,91: 
i Uräm. Sympt. . 0,84 ‚18,80 18,66 24,39 23,15 4,49 
KA a 33 | Diabetes mel. 1,49 33,36, 41,99 Ä 
i 1,47 32,91 33,13 42,96 42,47 9,34 


, od, 
spiele. Diese Vermutung ließ sich jedoch durch Sefraktometrische Be- 
stimmung des Eiweißgehalts nicht sicher bestätigen. (S. Tabelle 111.) 

Es ist freilich eine offene Frage, ob dem refraktometrisch bestimm- 
baren Eiweißgehalt die Alkalibindung durch Eiweiß direkt proportional 
ist. In keinem Falle werden wir annehmen dürfen, daß die Schwan- 
kungen der Differenzen aus dem Eiweißgehalt allein erklärbar seien. 
Es liegt vielmehr nahe, sie aus den Eigentümlichkeiten der Methodik 
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Tabelle II. Defibriniertes Menschenblut. 



































DN | d 
& | i » Dio 
= Diagnose Es 
Të EA 
46 | Klimekt. Be- 
| schwerden ' 5,90 
23 | Vasomotorische | 
! Störungen | 141 |3L58 | 31,35 |40.30 | 39,40 | 8,05 
27 | Normal . | 1,46 | 32,70 ¡33,92 | 
| ‚1,44 |32,25 | 32,47 |34,69 | 34,30, 1,73 
22 | Obstipation | 1,76 |39,42 44,40 | 
1,74 | 38,97 | 39,34 | 45,03 | 44,71 ¡ 5,37 
| | 1,77 | 39,64 
27 | Obstipation ! 1,58 | 35,39 f 37,54 
| | 137,66 | 37,60 2,21 
35 ' Normal . . . 1,58 | 35,39 141,33 | 
| | 43,10 |42,21 6,82 
69 || Prostatahyper- 1,16 | 25,98 28,35 i 
| _ trophie 1,17 | 26,20 20:00) 29,18 | 28,76 | 2,67 
32 | Gripperekon- 1,54 | 34,49 42,73 | 
.  valeszenz 1,57 | 35,16 | 34,82 | 44,56 | 43,64 8,82 
35 ¡ Obstipation . | 1,49 | 33,37 | 
| | 1,50 | 33,60 | 33,45 | 36,72 EX, 
j | 1,49 | 33,37 | 
22 | Scabies . . | 1,44 | 32,25 37,42 
| 1,45 | 32,48 | 32,36 || 38,01 ' 37,71 , 5,35 
23 | Funkt. Magen- 1,50 | 33,60 | | 
| stórung 1,52 | 34,04 40,96 
| 1,52 | 34,04 | 34, 74, 16 | 41,06, 6,99 
| 1,54 | 34,60 | 
43 || Syphilophobie 1,62 | 36,28 142,20 i 
| 1,60 | 35,84 | 35,98 | 43,44 42,98 7,0 
| 1,60 | 35,84 43,30 
68 | Arhythmie. . . || 1,38 | 30,89 | 
1,36 | 30,46 | 30,67 | 33,67 Ae 
50 | Ovarialkystom . || 1,10 | 24,64 i 
| 1,08 | 24,19 | 24,41 | 34,82 10,41 
64 | Hypertonie 0,88 | 19,70 | 23,16 | 
œ 0,87 [19,48 | 19,59 123,95 | 23,37 | 3,78 
44 | Funkt. Störung | 1,41 | 31,58 | 
N | 1,44 | 32,25 | 31,91 | 38,77 | 6,86 
Tabelle III. 
beggen 
Eiweiß» 
Ee vi | Refraktometerwert Prozentgehalt 
nach heiss 
9,12 | 61,6 8,62 
7,90 60,56 8,40 
7,41 | 63,8 9,09 
6,17 61,4 8,59 
6,15 | 58,00 7,84 
4,29 | 55,85 7,38 
2,14 | 52,2 6,59 
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zu begründen. Am ehesten ist hierbei der einschneidende Eingriff, den 
die Ausfällung der Eiweißkörper aus dem Serum bei der Rohonyischen 
Methode darstellt, dafür verantwortlich zu machen. Durch Adsorption 
an die Oberfläche der Eiweißkolloide kann sehr wohl ein Teil des Alkalis 
beim Niederschlag mitgerissen werden. Die physikalischen Um- 
wälzungen, die bei der Fällung vor sich gehen, lassen sich aber auch bei 
möglichst gleichmäßigem Vorgehen nicht in jedem Einzelfalle auf genau 
gleiche Weise zum Ablauf bringen; Flockengröße und adsorbierende 
Oberfläche werden auch bei vorsichtigster Technik nicht immer die- 
selben sein und wesentlich zum Auftreten der gefundenen Schwankungen 
mit beitragen. In einem darüber angestellten Versuche wurde ein Teil 
Blutserum rasch und fast ohne Umschütteln zum Alkohol gemischt, 
ein weiterer tropfenweise und unter gründlichstem Schütteln. 
Die Titrationsergebnisse waren im ersten Falle: 
1,56 ccm n/100 HCI = 34,94 Vol.-Proz. CO, 
1,57 „ Co Ss 35,16 Se Ge 
Im zweiten Falle: 
1,83 ccm n/100 HO 40,99 Vol.-Proz. CO, 
1,87 ,, es 5 41,88 2 ve 
Alle bisherigen Versuche waren an menschlichem Blut aus dem 
ambulanten Krankenmaterial der Medizinischen Poliklinik Halle a. S. 
ausgeführt. Bei der Heranziehung der dritten, van Slykeschen Methode 
zur Alkaleszenzbestimmung reichten die für gewöhnlich zur Verfügung 
stehenden Blutmengen nicht mehr aus, zumal möglichst auch Doppel- 
bestimmungen angestrebt wurden. Deshalb wurde im folgenden defi- 
briniertes, frisch vom Schlachthaus bezogenes Rinderblut benutzt: 
Eine Übersicht über die gefundenen Werte bietet Tabelle IV. Bei der 
van Slyke-Titration ist jeweils die Zahl der zur Serumtitration und zur 
NaOH-—HCI-Kontrolle verbrauchten Kubikzentimeter n/50 NaOH 
angegeben, die gebundene Salzsäure als NaHCO, und die daraus be- 
rechnete Anzahl Volumprozente Kohlendioxyd. Die Berechnung 
erfolgte wie bei van Slyke aus dem Normalvolumen des Gasgramm- 
molekúls. Die Differenz der gasanalytischen und der van Slyke -Titra- 
tionswerte bewegte sich meist zwischen 15 und 16 Vol.-Proz. CO). In 
dem einen Falle mit azidotisch niedrigen Werten (Nr. 11) stieg sie bis 
27,3 Vol.-Proz. Leider war keine Gelegenheit, das Verhalten bei natür- 
licher Azidose sonst zu beobachten. Die Verhältnisse bei experimenteller 
Säuerung wurden von van Slyke und seinen Mitarbeitern selbst ge- 
prüft!). Ob bei natürlicher Azidose dieselben Ergebnisse erwartet werden 
dürfen, hängt davon ab, inwieweit das Experiment dieselben Be- 
dingungen schaffen kann. Hierbei ist mit einer Beeinflussung des 


1) Journ. of biol. Chem. 88, 167, 1919. 
Biochemische Zeitschrift Band 134. 39 
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Dissoziationsgrades der vorhandenen Säure durch die bei der Titration 
zugefügte n/50 Salzsäure zu rechnen; dieser Faktor wird eine von der 
Stärke beider Säuren abhängige. Variable sein. Man könnte daher ver- 
muten, daß bei Azidose das Bindungsvermögen für Salzsäure weniger 
stark beeinträchtigt wäre als für CO, und die van Slykesche Titration 
dementsprechend kein klares Bild liefern würde. Der Versuch Tabelle IV, 
Nr. 11 ließe sich in diesem Sinne deuten. Van Slyke selbst fand jedoch 
indem mit Essigsäure versetzten Blut das Umgekehrte: bei zunehmender 
Säuerung zeigte das Titrationsverfahren rinen geringeren Alkali- bzw. 
CO,-Vol.-Proz.-Gehalt wie die Gasanalyse. Zur Erklärung der Er- 
scheinung wurde angenommen, daß die Kohlensäurebindung, d.h. das 
Natriumbicarbonat, bis zu einem gewissen Grade durch vermehrten 
Einsatz sonstiger säurebindender Valenzen aufrecht erhalten würde. 
Jedenfalls ist durch die Versuche mit künstlicher Azidose noch nicht 
sichergestellt, daß die Bestimmung des Salzsäurebindungsvermögens 
im Plasma mit genügender Genauigkeit als Maßstab der Alkalireserve, 
d.h. der vorhandenen CO,-Bindungsfähigkeit dienen kann. 

Von der Rohonyischen Methode läßt sich behaupten, daß sie dieser 
Anforderung nicht genügt, denn abgesehen von den erwähnten Fehler- 


_ quellen, die hier aus der Vorbehandlung des Serums fließen, wählt sie 


die zwar einfachste, aber ungünstigste CO,-Spannung zur Untersuchung. 
Dies wird am deutlichsten, wenn man das Verhalten des CO,-Bindungs- 
vermögens nach dem Verfahren von Straub bei verschiedener CO,- 
Spannung betrachtet und als Kurve in einem Koordinatensystem dar- 
stellt mit der CO,-Volumprozentzahl als Ordinate und der CO,-Spannung 
als Abszisse. Die entstehende Kurve weist im Anfangsteil immer eine 


“starke Steigung auf und wird erst: bei einer CO,-Spannung von 10 bis 


20 mm etwas flacher. Erst in diesem Teil kommen die Differenzen der 
Ordinatenwerte von normalen und azidotischen Kurven voll zur Geltung. 
Bei so niedrigen Spannungen, wie man sie durch Schütteln des Blutes mit 
Luft zu erreichen sucht, sind sie noch sehr gering. Die möglichen Fehler 
werden daher hier relativ groß gegen die gesuchten Unterschiede. Sie wer- 


' den aber auch absolut groß. Denn bei der stark steigenden Kurve ent- 


spricht einer ganz geringen Differenz zweier Abszissenpunkte eine sehr 
große der dazu gehörigen Ordinaten. D. h. minimale Schwankungen 
der CO,-Spannungen, wie sie durch unvollkommenes Schütteln oder 
durch zufällige Änderungen des CO,-Gehalts der Luft bedingt sein 
können, machen am Versuchsergebnis fast so viel oder noch mehr aus 
wie eine vorhandene Azidose. 

Ob die Rohonyische Methode mit dieser unsicheren Basis noch 
ausreicht, um dem Praktiker einen diagnostischen Hinweis zu bieten, 
ist mindestens zweifelhaft. Absolut unzulässig ist es aber, sie als Hilfs- 
mittel für wissenschaftliche Untersuchungen zu benutzen, wie dies 


39* 
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kürzlich von Sebastian Busa!) geschah. Denn hier kommt es nicht auf | 
einen diagnostischen Anhalt, sondern auf unbedingte Zuverlässigkeit 
der absoluten Zahlenwerte an. Für solche Zwecke erweist sich die Gas 
analyse mit Aufnahme der CO,-Bindungskurve als das Verfahren der 
Wahl. Nach einmal erfolgter Beschaffung der Apparate ist die Aus- 
führung der CO,-Analyse mit den Differentialmanometern in keiner 
Weise komplizierter als die Titrationsmethoden, bei denen die Not- 
wendigkeit labiler Standardlösungen immer eine mindestens ebenso 
sorgfältige und schwierige Arbeitstechnik erfordert. Bei der van Slyke- 
schen Originalmethode kommt noch hinzu die Umständlichkeit der 
Maßnahmen, die zur Erhaltung der normalen CO,-Spannung des Venen- 
blutes bis nach erfolgter Trennung des Plasmas von den Blutkörperchen 
getroffen werden müssen. 


Zusammenfassung. 

Zur Prüfung der Frage, ob die gasanalytische Methode zur Be- 
stimmung der Alkalireserve des Blutes durch einfachere Titrations- 
verfahren ersetzt werden kann, wurden die Ergebnisse der exakten 
gasanalytischen Methode mit den Titrationsverfahren von Rohonyi und 
von van Siyke verglichen. Die Bestimmungen wurden stets an Blut 
ausgeführt, das mit atmosphärischer Luft bis zu möglichst weitgehenden 
Ausgleich der Gasspannung geschüttelt war. 

Die Ergebnisse der drei Methoden stimmen nicht überein. Das 
Verfahren von van Slyke gibt stets erheblich zu große, das von Rohonyi 
zu kleine Werte. Die Abweichungen von dem gasanalytischen Werte 
sind inkonstant und schwanken sehr beträchtlich, nicht erkennbar 
abhängig vom Eiweißgehalt des Serums. Das Vorgehen bei der Eiweib- 
fällung beeinflußt den Fehler des Titrationsergebnisses. 

Die Titrationsverfahren in der vorliegenden Form sind für klinische 
Zwecke ungenau, für wissenschaftliche Untersuchungen ganz zu ver- 
werfen. Die Bestimmung der Kohlensäurekapazität bei der COy 
Spannung der atmosphärischen Luft, die von Rohonyi geübt wird, 
bedeutet eine große und inkonstante Fehlerquelle. 

Das gasanalytische Verfahren ist bei guter Technik einfacher und 
viel genauer als die Titrationsverfahren, die wegen Verwendung COy 
empfindlicher, stark verdünnter Titrationslösungen eine subtile Technik 
verlangen und wegen der erforderlichen Vorbehandlung zeitraubender 
sind als das gasanalvtische Verfahren. 


1) Nach dem Referat im Kongreßzentralbl. 22, 196, 1922. 


Studien über die bakteriellen Toxine. 


III. Mitteilung. 
Bildung des Diphtherietoxins. 


Von 


L. E. Walbum. 
(Aus dem Statens Seruminstitut, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1922.) 


Die Frage, wie die Toxine gebildet werden, ob sie in fertig ge- 
bildetem Zustande von der Bakterienzelle während des Wachstums 
ausgeschieden werden, ob sie von der Zelle erst nach deren Absterben 
los kommen, oder ob sie ihre schließliche Form erst: außerhalb der Zelle 
in dem umgebenden Substrat finden, wurde trotz vieler diesbezüglicher 
Diskussionen nie endgültig entschieden. 


Man glaubte früher zwei verschiedenartige Toxintypen unter- 
scheiden zu können, und zwar die Ektotoxine, welche sehr leicht und 
während des Wachstums der Bakterien von der Zelle ausgeschieden 
werden und deshalb in großen Mengen im Substrat sich finden, und 
die Endotoxine, welche an dem Zellprotoplasma haften, weshalb sie. 
entweder gar nicht oder nur in geringen Mengen in den Kulturfiltraten 
zu finden sind. Diese Annahme ließ sich in wissenschaftlicher Beziehung 
nicht aufrecht halten, indem die Grenzen beider Toxintypen sich als 
hochgradig fließend erwiesen. Die gewöhnliche Auffassung ist wohl 
jetzt: die, daß die Toxine ¿ntrazellular als Resultat der Zelltátigkeit 
gebildet werden, und daß sie bei den verschiedenen Toxinen mehr oder 
weniger leicht: von der Zelle getrennt werden, entweder während diese 
noch lebt (als eine Art von Sekretion) oder nach ihrem Absterben (durch 
Autolyse). 

Nach dem Resultat der Untersuchungen zu urteilen, die ich im 
Laufe der Jahre über die Bildungsweise der Toxine unternommen 
habe, scheint diese Auffassung jedenfalls nicht immer stichhaltig zu 
sein. Meine Versuche auf diesem Gebiete umfaßte das Diphtherietoxin 
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und das von den Staphylokokken produzierte hämolytisch wirksame 
Staphylolysin, welche beide typische Beispiele solcher Bakteriengifte 
sind, die in großer Menge in den Kulturfiltraten zu finden sind. 

Meine Versuche mit Staphylolysin in den Jahren 1908 bis 1909 (1) 
haben mich davon überzeugt, daß jedenfalls dieses Toxin größtenteils 
außerhalb der Zelle fertig gebildet wird. Diese Beobachtungen haben 
mich zur Aufstellung der Theorie veranlaßt, daß das Staphylolysin 
durch die Einwirkung eines von den Mikroben ausgeschiedenen, in 
physiologischer Beziehung unwirksamen Körpers — ein „Prolysin“ — 
auf Bestandteile im Substrat (Albumosen) gebildet wird. 

Bei entsprechenden Versuchen mit Diphtherie- und Tetanustonn 
wurde es wahrscheinlich gemacht, daß die Bildung dieser Toxine auf 
prinzipiell ähnliche Weise vor sich geht. 

Trotzdem diese Auffassung von der gewöhnlichen abwich, indem 
die Versuche zu zeigen schienen, daß die Toxine ihre endgültige Form 
extrazellular erwerben, veranlaßte sie jedoch nicht, daß die Frage von 
anderer Seite von diesem neuen Gesichtspunkte aus zur Untersuchung 
aufgenommen wurde. Erst 1921 wurden von P. Moloney und L. Hanna (2) 
die Resultate einiger Versuchsreihen veröffentlicht, . welche zeigten, 
daß sie betreffs der Bildungsweise der Toxine ähnliche Gedanken hegten. 
Die Verfasser haben mit Diphtherietoxin gearbeitet und finden ebenfalls, 
daß während des Wachstums der Bakterien eine atoxische Substanz 
ausgeschieden wird, deren Wirkung sie mit meinen Protoxinen ver- 
gleichen. 

Im Anschluß an andere Untersuchungen über die Toxine und deren 
Bildung (3, 4) habe ich durch einige Versuchsreihen diese alte Frage 
in ihrer Beziehung zum Diphtherietoxin wieder aufgenommen. 

Ebenso wie bei den früheren Versuchen, habe ich auch jetzt die 
fertiggestellten, filtrierten Toxine verwendet, aber außerdem habe ich 
durch Zerteilung der Bakterien und darauf folgendes Auslaugen versucht, 
das hypothetische Protoxin freizumachen. 


Versuche mit filtriertem Toxin. 


Das zur Verwendung gekommene Toxin war in der üblichen Weise 
und mittels des Bazillus ‚Park Williams Nr. 8° dargestellt worden. 

1 Tl. von diesem filtrierten Toxin wurde mit 1 Tl. gewöhnlicher 
Peptonbouillon (mit 2%, Wittepepton) oder mit 1 Tl. 4proz. Lösung 
von Wittepepton gemischt und die Mischungen in den Brutschrank bei 37 
gestellt. Nach den angeführten Zeiten wurden Proben entnommen, 
in welchen D. m. l. für Meerschweinchen auf 250 g festgestellt wurde. 
Während dieser Messungen wurden die Toxinproben im Kühlraum bei 
etwa 2 bis 4% aufgehoben. 
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Tabelle I. 


1 Toxin 


| 1 Toxin + 1 Bouillon 
+ 1 Pepton | Toxin 1 + 1 





Versuch 1 Versuch 2 
( D.m.l D. m.l Dol D. m.l. 
| | 

Toxin 141... | 00034 0,0034 0,0034 0,0034 
0 Minuten. .... 0,006 0,0034 | > 0,005 0,0034 
5 Stunden. .... 0,001 0,002. — SS 
SECH | — — ¡0,0024 — 
16 p | = = ' 0,004 0,0042 
18 SE 0,008 = SS = 
48 ae RR Er — — | 0,006 — 
52 a ar = 0,01 | — Se 
Me, L 0/01 — — — 


Versuche mit Bakterienextrakten. ` 

Die verwendeten Extrakte wurden folgendermaßen dargestellt: 

Die Bakterien einer sechs bis zehn Tage alten Bouillonkultur 
wurden mittels eines gewöhnlichen Papierfaltenfilters abfiltriert, die 
Bakterienmasse drei- bis viermal mit physiologischer Natriumchlorid- 
lösung durch Zentrifugieren gewaschen und danach etwa eine halbe 
Stunde mit fein gepulvertem Quarz in einem großen Porzellanmörser 
gerieben. Die ganze Masse von Bakteriensubstanz und Quarzpulver 
wurde in einer passenden Menge destillierten Wassers, wozu eine geringe 
Phosphatmenge getan war, so daß p,, auf etwa 7,8 bis 8,01) gebracht 
worden war, aufgeschwemmt, stand darauf sechs Stunden im Brut- 
schrank bei 37° und wurde dann durch Papier filtriert. 

Mischungen von diesem Extrakt mit Peptonbouillon oder 4proz. 
Wittepeptonlösungin den angeführten Verhältnissen wurden in den Brut- 
schrank bei 37% gestellt und die Toxinmenge in den zu den ver- 
schiedenen Zeiten entnommenen Proben gemessen. 

















Tabelle II. 
1 Extrakt 1 Extrakt 

+ 3 Bouillon | + 3 Pepton Extrakt I + 3 
al | D. m.l. i D. m.1l. D. m. 1. 
m _-_ -_ u - BEE 
Extrakt 143. ....... | 0,72 0,72 | 0,72 
0 Minuten ......... | 0,4 0,84 0,72 
5 Stunden ......... 0,4 — E 
6 PP RR SEE E Na — 0,72 0,72 
A 0916 2 = 
18 A e e gue Ge e | — > 0,72 0,8 
40 E re | — 0,72 > 10 
O ee ee | >10 — — 
34 E ais a | — 0,56 >14 


1) Eine Versuchsreihe zeigte, daß die besten Extraktionsbedingungen 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration von pg 8 sich finden. 
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Es geht aus diesen Versuchen hervor, daß sowohl das filtrierle 
Toxin als der Bakterienauszug durch die Einwirkung auf Peptonbowillon 
stärker wird, und es handelt sich keineswegs um eine geringe Vergrößerung 
der Wirkung, indem das filtrierte Toxin etwa dreimal und der Bakterien- 
auszug etwa viermal stärker geworden ist. 


Die Wirkung der Peptonlösung scheint dagegen etwas schwächer 
zu sein, und zwar besonders auf den Bakterienauszug. Beim Vergleichen 
mit der Kontrolle geht jedoch hervor, daß sich auch hier eine Wirkung 
feststellen läßt. 


Aus den Tabellen ist es ferner ersichtlich, daß die Toxizität der 
Mischungen unmittelbar nach dem Mischen oft etwas herabgesetzt ist. 

Die von mir früher aufgestellie Theorie, daß die Bakterien während 
des Wachstums ein ungifliges ‚Protoxin‘‘ ausscheiden, welches durch 
Einwirkung auf außerhalb der Zelle sich findende Körper Torin bildet, 
wird somit von den Versuchen gestützt. 

Daß die Vermehrung der Toxizität von einer Bildung von Diph- 
therietoxin herrührt, darf als sichergestellt betrachtet werden, indem 
die Mischungen sich durch Zusatz einer geringen Menge von Diphtherie- 
antitoxin völlig neutralisieren lassen, während eine etwa zehnmal 
so große Menge normalen Pferdeserums vollständig wirkungslos ist. 

Es hat sich bei meinen früheren Versuchen mit Staphylolysin 
gezeigt, daß dieser Aktivierungsprozeß mittels Wittepepton (d. h. mit 
den darin enthaltenen Albumosen) selbst bei 0% mit einer so großen 
Schnelligkeit vor sich ging, daß diese sich nicht messen ließ. 

Der zwischen dem Diphtherieprotoxin und den .,aktivierenden” 
Körpern im Substrat (Albumosen ?) sich abspielende Prozeß verläuft 
dagegen relativ langsam und klingt erst nach mehreren Stunden ab. 

Schon 1909 hatte ich meine Aufmerksamkeit auf die Möglichkeit 
gelenkt, daß diese Aktivierurgsprozesse vielleicht von enzymatischer 
Natur sein könnten, aus der oben angeführten Ursache ließ sich aber 
dies kaum für das Staphylolysin annehmen, als aber mehrere Umstände 
darauf deuteten, daß das fertig gebildete Toxinmolekül größer als das 
Prolysinmolekül war, habe ich damals die Vermutung geäußert, daß 
die „Aktivierung“ als ein Additionsprozeß aufzufassen wäre. 

Zufolge der hier mitgeteilten Untersuchungen über die Bildung 
des Diphtherietoxins darf man somit vermuten, daß unter den Bildungs- 
weisen dieser beiden Bakteriengifte ein prinzipieller Unterschied vorliege. 

Es wird durch die Versuche die Möglichkeit eröffnet, daß die 
extrazellulare Bildung des Diphtherietoxins sich als ein enzymatischer 
Prozeß auffassen läßt. Ob das Toxin dagegen durch eine Spaltung 
oder durch Synthese oder auf irgend eine andere Weise entstehe, dürfen 
künftige Untersuchungen entscheiden. 
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Diese Versuche zeigen ferner, daß auch auf diesem Gebiete eine 
zu weitgehende Verallgemeinerung ‘unzulässig ist. Es kann auf dem 
jetzigen Stadium keineswegs als verantwortlich angesehen werden, zu 
vermuten, daß die Bildungsprinzipien für die verschiedenen mit Toxin- 
natur ausgestatteten Bakteriengifte dieselben wären. Da die vielen 
verschiedenen Toxine nicht nur in ihren Wirkungen verschieden sind, 
sondern auch in vielen anderen Punkten gegenseitige Abweichungen 
darbieten, wäre es auch wohl kaum denkbar, daß sie genau in gleicher 
Weise gebildet werden. Wie somit die Toxine gebildet werden, welche 
sich nicht oder nur in geringem Grade von dem Protoplasma der Zelle 
trennen lassen, davon wissen wir noch nichts, es wäre ja aber denkbar, 
daß ihre Bildung auf ganz andere Weise stattfindet. Künftige Unter- 
suchungen mögen dies abmachen. 


Zusammenfassung. 


Durch Einwirkung von filtriertem Diphtherietoxin oder einem 
Auszug aus zerteilten Diphtheriebazillen auf gewöhnliche Pepton- 
bouillon oder auf eine Lösung von Wittepepton wird die Toxizität der 
Mischung in nicht unbeträchtlichem Grade vermehrt und das gebildete 
Toxin ist Diphtherietoxin. Durch die Untersuchungen wird somit die 
von mir 1909 aufgestellte Theorie gestützt, gemäß der Toxine 
dieser Art durch ‚Aktivierung‘ eines von den Mikroben während ihres 
Wachstums ausgeschiedenen ‚Protoxin‘‘ gebildet werden, welches an 
sich physiologisch unwirksam ist. Der bei dieser extrazellulären Toxin- 
bildung „aktivierende‘‘ Körper besteht wahrscheinlich größtenteils aus 
den Albumosen des zugesetzten Pepton Witte. 

Während die Reaktion zwischen dem Protoxin des Staphylolysins 
und den Körpern des Substrats auch bei 0° mit so großer Schnelligkeit 
vor sich geht, daß dieser Prozeß kaum von enzymatischer Natur sein 
kann, scheint der bei der Diphtherietoxrinbildung sich abspielende ent- 
sprechende Prozeß relativ langsamer zu verlaufen. ‚Es ist semit die 
Möglichkeit vorhanden, daß dieser letztere Prozeß von enzymatischer 
Natur sein kann. 


Literatur. 
1) L. E. Walbum, Zeitschr. f. Immun. 8, 1909. — 2) Moloney und 
Hanna, Scientific proceedings 19, Nr. 1, New York 1921. — 3) L. E. Wal- 
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Blutgasanalysen. XI. 
Der isoelektrische Punkt roter Blutkörperchen verschiedener Säugetiere. 


Von 
H. Straub und Klothilde Meier. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitát Greifswald.) 
(Eingegangen am 26. Oktober 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere Untersuchungen über den Tonenaustausch zwischen mensch- 
lichen Erythrocyten und Suspensionsflüssigkeit hatten zu der Vor- 
stellung geführt, daß das Massenwirkungsgesetz zur Darstellung dieser 
Vorgänge nicht zureicht!). Während die Kohlensäurebindungskurve 
einer Blutkörperchensuspension über lange Strecken einen stetigen 
Verlauf nimmt, der mit einer einfachen Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes in irgend einer Form wohl vereinbar erscheint, tritt bei be- 
stimmter und charakteristischer Wasserstoffionenkonzentration eine 
Unstetigkeit auf, die nur bei Berücksichtigung der Heterogenität der 
Lösung erklärbar ist. Wenn eine bestimmte, wohl charakterisierte 
Wasserstoffzahl nicht überschritten werden kann, ehe pro Mol Hämo- 
globin 1 Mol Kohlensäure mehr gebunden ist, so ist dieser Kurven- 
verlauf nach unserer Überzeugung mit der Theorie von der Ampholyt- 
natur der Eiweißkörper unvereinbar. Träfe diese Theorie zu, so müßte 
die Gegenwart von Eiweißkörpern genau wie die jedes beliebigen 
anderen Puffers einen stetigen Kurvenverlauf ergeben. Die Unstetigkeit 
kann nur durch besondere Vorgänge an der Phasengrenze erklärt werden, 
deren Aufklärung unsere weiteren Untersuchungen galten. Adsorp- 
tionsvorgánge, Phasengrenzpotentiale, Oberfláchenspannungen und 
davon abhängige Änderungen in der Hydratation und Aggregation 
kolloider Teilchen müssen hier, sei es allein oder in Kombination, eine 
beherrschende Rolle spielen. Die Natur der hier wirksamen Kräfte ist 
noch viel zu wenig geklärt, als daß nicht mit allen möglichen Über- 
raschungen zu rechnen wäre. In einer größeren Reihe von Unter- 
suchungen hatten wir den fraglichen Vorgang dadurch zu variieren 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205, 
228, 1919; 109, 47, 1920; 111, 45, 67, 1920. 
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versucht, daß wir den Einfluß der Zusammensetzung der Suspensions- 
flüssigkeit beobachteten. In der vorliegenden Untersuchung stellten 
wir uns nun umgekehrt die Frage, ob die Verwendung der Erythrocyten 
verschiedener Tierarten ebenfalls einen Einfluß auf den Eintritt des 
Vorganges der Entladung habe. Der Gedanke lag um so näher, als von 
anderer Seite mit durchaus abweichender Technik gewonnene Beob- 
achtungen vorliegen, die zeigen, daß der isoelektrische Punkt der 
Erythrocyten verschiedener Tiere bei verschiedener Wasserstofízahl 
erreicht wird. Wir werden auf diese bedeutungsvollen Feststellungen 
später eingehend zu sprechen kommen. Es mußte untersucht werden, 
ob die mit unserer Methodik zu gewinnenden Ergebnisse in Beziehungen 
zu den genannten Versuchen anderer Autoren stehen. 


Wir gewannen das zu unseren Versuchen gebrauchte Tierblut teils 
durch Venenpunktion, teils wurde es bei der Schlachtung direkt aus der 
Arterie aufgefangen, defibriniert und in physiologischer Kochsalzlösung 
mehrfach gewaschen. Die Titration dieser so gewonnenen Blutkörperchen- 
suspension in physiologischer Kochsalzlösung geschah mit Kohlensäure 
nach der auch früher von uns befolgten Technik. Im ganzen wurden 11 Ver- 
suche mit dem Blute von acht verschiedenen Tierarten angestellt, wozu 
noch die früher von uns ermittelten Werte für Menschenblut hinzukommen. 
Die Wasserstoffionenkonzentration einzelner Punkte der so gewonnenen 
Kohlensäurebindungskurven wurden nach wie vor nach der ursprünglichen 
Formel von Hasselbalch!) berechnet. Es ist uns bekannt, daß von ver- 
schiedenen Seiten der Versuch gemacht wurde, an dieser Formel Korrek- 
turen anzubringen?). Diese Versuche sind grundsätzlich sicher berechtigt. 
Die Linien gleicher Wasserstoffzahl, die wir nach Hasselbalchs Formel in 
unser Koordinatensystem eingezogen haben (vgl. Abb. 1), werden sich 
durch solche Korrekturen wahrscheinlich noch etwas verschieben. Alle 
nach Hasselbalchs Formel gefundenen Wasserstoffzahlen sind dann um 
einen konstanten Faktor zu ändern. An dem grundsätzlichen Ergebnis 
unserer Versuche wird natürlich durch diese Korrektur nicht das mindeste 
geändert. Wenn wir uns entschlossen haben, noch immer die ursprüngliche 
Formel Hasselbalchs zu verwenden, so geschah dies aber nicht nur aus 
Beharrungsvermögen. Die verschiedenen vorgeschlagenen Korrektur- 
möglichkeiten stimmen unter sich nicht überein, so daß die richtige Kor- 
rektur nach wie vor unbekannt ist. Es liegt dies daran, daß die einzige 
einwandfreie Methode zur Feststellung der Wasserstofízahl, die Gaskette, 
für gashaltige Flüssigkeiten mit Fehlern behaftet ist, die technisch noch 
nicht überwunden sind. Speziell für Blutlösungen stört der Sauerstoff- 
gehalt so sehr, daß das Elektrodenpotential nicht ausschließlich auf das 
Konzentrationsgefálle der Wasserstoffionen bezogen werden kann. Eine 
exakte Methode zur Messung der Wasserstoffzahl von Blutlösungen steht 
also überhaupt noch aus. 


Die Unstetigkeit der Kohlensäurebindungskurve einer Suspension 
menschlicher Erythrocyten in phvsiologischer Kochsalzlösung tritt bei 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 
2) C. L. Evans, Journ. of Physiol. 55, 159, 1921; E. J. Warburg, The 
biochem. Journ. 16, 153, 1922. 
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37% bei der Wasserstoffzahl py = 6,67 auf. Die Versuche mit Tierblut- 
körperchen ergaben, daß die Lage der Unstetigkeit der Kohlensäure- 
bindungskurve nur innerhalb verhältnismäßig enger Grenzen schwankt. 
Aber doch ergaben sich charakteristische Unterschiede. Von den Blut- 
körperchen der untersuchten Tierarten wurden diejenigen des Rinder- 
blutes am frühesten, d h. bei der am stärkaten basischen Reaktion von 
pu = 6,78entladen (drei Versuche, Nr. 1, 2 und 3, 9 Punkte). Dann folgen 
Kaninchenblutkórperchen bei py = 6,75 (zwei Versuche, Nr. 4 und A 
6 Punkte). An dritter Stelle stehen Schweineblutkörperchen bei 
mu = 6,73 (Versuch Nr. 6, 5 Punkte). Sehr nahezu úbereinstimmende 
Werte geben drei weitere Tierarten, Hundeblutkörperchen werden bei 
mu = 6,72 entladen (Versuch 7, 2 Punkte), Hammelblutkörperchen bei 
pu = 6,71 (Versuch 8, 2 Werte) und Ziegenblut bei py = 6,70 (Ver- 
such 9, 3 Werte). Das Pferd steht: dem Menschen sehr nahe, die Un- 
stetigkeit liegt bei ph = 6,68 (Versuch 10, 3 Werte). Hier schiebt sich 
der Mensch ein, dessen Blutkörperchen die Unstetigkeit bei mu = 6,67 
ergeben. Am Schlusse steht das Meerschweinchen, dessen Blutkörperchen 
erst bei pu = 6,66 entladen werden (Versuch 11, 2 Werte). Die Unter- 
schiede sind so gering, daß sie für zwei in der ganzen Reihe nebenein- 
ander stehende Blutarten in der Fehlerbreite der Methode liegt, die zu 
+ 0,02 angenommen werden muß. Kleine Verschiebungen in der Reihen- 
folge benachbarter Tierarten sind also denkbar. Aber die Unterschiede 
der an den beiden Enden der Reihe stehenden Tierarten sind doch so 
erheblich, daß sie zweifelsfrei außerhalb der Breite der Fehlermöglich- 
keiten liegen und als wirklich anerkannt werden müssen. Die unter- 
suchten Tierarten ordnen sich also in einer wohldefinierten Reihe ein, 
wenn man die Wasserstoffzahl ermittelt, bei der unter den von uns 
eingehaltenen Versuchsbedingungen ihre Blutkörperchen eine Un- 
stetigkeit der Bindungskurve ergeben. 

Die absolute Menge der gebundenen Kohlensäure, also die Höhen- 
lage der Kurven in ihrem Verlauf vor Auftreten der Unstetigkeit, ist 
auch für ein und dieselbe Tierart nicht konstant. Das hängt natürlich 
mit der Vorgeschichte der in dem betreffenden Versuch verwendeten 
Blutkörperchen zusammen. Entscheidend ist der Grad der Kohlen- 
säuresättigung des Gesamtblutes zu der Zeit, wo die Körperchen vom 
Serum getrennt werden. Je nach der während dieser Zeit herrschenden 
Kohlensäurespannung gehen wechselnde Mengen nicht flüchtiger 
Anionen von den Blutkörperchen an das Serum über!). Wahrscheinlich 
wird sich die absolute Menge der durch eine Blutkörperchensuspension 
bei bestimmtem Kohlensäuredruck gebundenen Kohlensäuremenge für 
jede bestimmte Tierart innerhalb enger Grenzen konstant erhalten 


1) H. W. Haggard und Y. Henderson, Journ. of biol. Chem. 45, 199, 1920. 
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lassen, wenn man die Abtrennung der Ervthrocvten unter noch gleich- 
má Bigeren Bedingungen vornimmt, als wir das getan haben. Doch würde 
man dadurch das Verfahren nur unnótig komplizieren. Rechnet man 
aber damit, daß sich durch die in unseren Versuchen ohne besondere 
Voreichtsmaßnahmen vorgenommene Abtrennung der Erythrocyten 
eine gewisse Variationsbreite in der Höhenlage der Kurven erklärt, so 
zeigt doch ein Blick auf die Abbildung unverkennbar, daß sich auch in der 





Kohlensäurebindungskurven von Suspensionen tierischer roter Blutkörperchen 

in physiologischer Kochsalzlösung. Abszisse: Partierdruck ' der Kohlensäure in 

mm Hg. Ordinate: Koblınsäurekapazität in Vol.-Proz. Schraffiertes Dreieck am Unter» 

rande: Physikalisch absorbierte Kohlensäure. Die vom Nullpunkt fächerförmig 

ausgehenden Linien verb.nden Punkte gleicher Wasserstoffionenkonzentration 
(Formel von Hasselbalch). 





e Rinderolutkórperchen. 
Oc... O Kaninchenblutkörperchen. 
X--..- X Suhweineblutkórperchen. 
+ Ziegenblutkorperchen. 
A A Mecrschweinchenblutkörpercben. 


Höhenlage der Kurven eine bestimmte Reihenfolge der verschiedenen 
Tierarten ergibt, die mit der durch die Lage der Unstetigkeit ermittelten 
sehr annähernd oder vollkommen übereinstimmt. Die Kurve des Rindes 
mit der basischsten Lage der Unstetigkeit bindet vor Auftreten des 
Knicks am meisten Kohlensäure, die des Meersehweinchens mit der 
sauersten Lage des Knicks bindet am wenigsten Kohlensäure und die 
übrigen Kurven ordnen sich sehr annähernd entsprechend der Lage 
ihres Knicks in der Mitte an. Das bedeutet, daß die Rinderblutkörper- 
chen nach Waschen mit Kochsalzlösung noch am meisten basische 
Valenzen festgehalten haben, wenn das Rinderblut zuvor ohne Schutz 
vor Entweichen der Kohlensäure defibriniert und abzentrifugiert wurde. 
Diese Körperchen, die beim Abdunsten der Kohlensäure am meisten 
Alkali an sich zu ziehen vermochten, geben es dann auch in der Koch- 
salzlösung am leichtesten wieder ab, wenn Kohlensäure neu zugefügt 
wird. Bei ihnen tritt der Knick am leichtesten auf. Beide Erscheinungen 
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haben vermutlich dieselbe Ursache. Aufnahme und Abgabe des Alkalis 
geht bei den Blutkörperchen der einen Tierart leichter vonstatten als 
bei denen einer anderen. 


Dieser Unterschied der Erythrocyten verschiedener Tierarten be- 
steht aber nicht nur für die Kohlensäurebindungsfähigkeit, sondern 
auch für die Affinität zum Sauerstoff. Die Sauerstoffdissoziationskurve 
ist für die einzelnen Tierarten ebenfalls verschieden, und auch da lassen 
sich Reihen aufstellen. Die Beurteilung der Sauerstoffdissoziationskurve 
ist dadurch erschwert, daß diese so extrem empfindlich gegen die An- 
wesenheit von Kohlensäure ist. Aber auch unter Berücksichtigung 
dieses Umstandes konnten Bornstein und Müller zeigen!), daß Hundeblut 
eine geringere Affinität zum Sauerstoff besitzt als Pferdeblut. Barcroft 
und Camis zeigten weiter?), daß Hunde- und Schafblut auch weniger 
Sauerstoffaffinität besitzt als Menschenblut, dieses eine geringere als 
Katzen- und Kaninchenblut. Leider enthalten die genannten Arbeiten 
zu wenig Zahlenangaben über den Verlauf der Dissoziationskurven des 
Oxyhämoglobins im Blute verschiedener Tierarten, als daß sich auf 
Grund dieser Angaben die genaue Reihenfolge der Tiere angeben ließe. 
Auch wird eine Reihenordnung dadurch erschwert, daß sich die Sauer- 
stoffdissoziationskurven zum Teil überkreuzen. Wenn auch die Tier- 
reihe, beurteilt nach der Sauerstoffdissoziationskurve, offenbar mit 
unserer Reihe nicht vollkommen übereinstimmt, so möchten wir es 
doch für wahrscheinlich halten, daß grundsätzlich verwandte Eigen- 
schaften des Hämoglobins den beiden Erscheinungen zugrunde liegen. 
Wahrscheinlich sind die Unterschiede beider Reihen durch Zufällig- 
keiten der Versuchsbedingungen zu erklären, d. h. durch Einflüsse, die 
für den zugrunde liegenden Vorgang von Bedeutung sind, ohne daß 
wir doch schon heute imstande wären, sie zu erkennen. In dieser Ver- 
mutung werden wir bestärkt durch die Tatsache, daß auch für den 
Verlauf der Sauerstoffdissoziationskurve solche zuerst nicht: beachtete 
Einflüsse von Bedeutung sind, die den Nachweis des gesetzmäßigen 
Verlaufs und die Erzielung regelmäßiger Versuchsergebnisse lange Zeit 
verhindert haben (Barcroft, a. a. (.). 


Unsere früher geäußerten Vorstellungen über das Wesen des Knicks 
der Bindungskurve gehen dahin, daß von Hämoglobin bzw. Blut- 
körperchen Wasserstoffionen festgehalten, d. h. neutralisiert und dafür 
andere Kationen zur Neutralisation der Bicarbonatanionen zur Ver- 
fügung gestellt werden. Ob diese Kationen durch Wasserstoffionen aus 
der Oberfläche verdrängt werden oder ob es sich um echte physikalisch- 


1) Bornstein und F. Müller, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1907, $. 478. 
2) J. Barcroft und M. Camis, Journ. of Physiol. 89, 118, 1909; J. Bar- 
croft, The respiratory function of the blood, S. 41ff. Cambridge 1914. 
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chemische Vorgänge nach den Grundsätzen der elektrolytischen Disso- 
ziation handelt, bleibt dabei außer Betracht. Handelt es sich dieser 
Vorstellung entsprechend bei unserer Unstetigkeit um einen Entladungs- 
vorgang der Körperchen, so müssen unsere Tierreihen in naher Beziehung 
stehen zu den durch Kataphoreseversuche ermittelten Reihen, in denen 
der Entladungsvorgang, der isoelektrische Punkt der Körperchen unter 
dem Einfluß der Wasserstoffzahl der Blutkörperchen ermittelt wird. 
Kozawa!) hat auf Höbers Veranlassung solche Bestimmungen aus- 
geführt, wobei der einzige grundsätzliche Unterschied gegenüber unserer 
Versuchsanordnung darin besteht, daß wir die Bestimmungen im 
Kohlensáure-Bicarbonatpuffergemisch, Kozawa in Phosphatpuffer- 
lösungen durchgeführt haben. Wie man aus der Zusammenstellung in 
Tabelle I sieht, sind beide auf so verschiedenem Wege gewonnenen 
Reihen praktisch, jedenfalls im Rahmen der Fehlerbreite der Methode, 
identisch, mit der einen Ausnahme der Stellung des Kaninchens, das 
in unseren Versuchen seinen Platz zwischen Schwein und Rind findet, 
während ihm Kozawa seinen Platz ganz am anderen Ende der Reihe 
zuweist. Sonst ist aber die Übereinstimmung so verblüffend, daß sie 
kaum auf einem Zufall beruhen kann. Die Abweichung beim Kaninchen 
erklärt sich vielleicht aus der Wahl der gebrauchten Pufferlösung, da 
die Blutkörperchen des Kaninchens nach den Analysen Abderhaldens?) 
unter allen untersuchten Tierarten am meisten Phosphat in ihrem 
Innern enthalten. Eine ebenfalls sehr ähnliche Reihe fand Kozawa 
(a. a. O.), wenn er die negative Ladung der Blutkörperchen durch die 
dreiwertig positiven Lanthanionen aufhob. Auch die Kataphorese- 
änderung bei länger dauernder Einwirkung der Wasserstoffionen ergibt. 
eine ganz ähnliche Reihe (Höber). Auch wenn man den isoelektrischen 
Punkt der Blutkörperchenstromata aufsucht, indem man diejenige 
Wasserstoffzahl ermittelt, bei der die Stromata maximal ausflocken, 
kommt man zu derselben Reihe [Zandsteiner?)]. Wir werden in der 
folgenden Mitteilung zeigen, daß die Kataphoreseversuche nicht ohne 
weiteres mit den bei unserer Technik gewonnenen Ergebnissen ver- 
gleichbar sind, weil der zu den Versuchen notwendige Durchgang kon- 
stanten Stroms durch die Suspension die Phasengrenzen beeinflußt®). 
Die trotzdem erzielte weitgehende Übereinstimmung der Ergebnisse 
beider Methoden ist um so bemerkenswerter. 

Höber macht darauf aufmerksam (a. a. O.), daß mit der elektrischen 
Ladung in irgend einer Weise auch die Hämolysierfähigkeit der roten 


1) S. Kozawa, diese Zeitschr. 60, 146, 1914; R. Höber, Physikalische 
Chemie der Zelle und der Gewebe, 4. Aufl., S. 483. Leipzig und Berlin 1914. 

2) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 1898. 

3) K. Landsteiner, diese Zeitschr. 50, 176, 1913. 

1) Kl. Meier, Verh. d Deutsch. Gesellsch. f. inn. Med. Wiesbaden 1922. 
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Blutkörperchen in Beziehung steht. Bestimmt man die Resistenz gegen 
Hämolyse durch steigende Wasserstoffionenkonzentration, so kommt 
man wieder zu ungefähr derselben Reihenfolge (Hóber). Nur Mensch 
und Pferd sind bei dieser Versuchsanordnung zu Ränd und Hammel 
hinübergerückt. Ähnliche Ergebnisse liefert die Bestimmung der 
Resistenz gegen Hämolyse durch Schwefelsäure nach Rywosch*). Bei 
der auf diese Weise ermittelten Reihe ist nur die Stellung von Katze und 
Kaninchen bemerkenswert. Erstere ist an das eine Ende der Reihe zum 
Meerschweinchen, das Kaninchen, ähnlich wie in unseren eigenen Ver- 
suchen, zum Rind herübergerückt. Die Resistenz gegen Hämolyse durch 
Kalilauge (Rywosch) liefert wieder etwa dieselbe Reihe, nur Hund und 
Kaninchen weisen atypische Stellung auf. Besonders genau erforscht 
ist die Resistenz gegen Saponin. Es liegen Versuche von vier ver- 
schiedenen Seiten vor [K. Meyer?), Rywosch, a. a. O., Schanzenbach?) 
und Port?)|. Bemerkenswert und zur Kritik der Methode wichtig ist 
die Tatsache, daß alle vier Untersucher im großen dieselbe, mit der 
bisherigen übereinstimmende Reihe finden, daß aber die Stellung 
einzelner Tiere bei einigen Untersuchern atypisch ist. So fällt bei 
K. Meyer die Stellung von Kaninchen und Schwein, bei Rywosch die 
der Katze aus dem gewohnten Bilde heraus (vgl. Tabelle I). Auch bei 
diesen kleinen Abweichungen in den Ergebnissen verschiedener Unter- 
sucher zeigt es sich, daß offenbar bisher noch nicht genügend beachtete 
kleine Unterschiede der Versuchstechnik von Einfluß auf den Erfolg 
sind. Im Grundsatz übereinstimmend ist auch die Reihe, die man bei 
Bestimmung der Resistenz gegen Hypotonie erhält (Rywosch). Wieder 
weicht hier Kaninchen und Schwein in seiner Stellung vom üblichen 
Verhalten ab. 

Noch auf eine andere Weise läßt sich zeigen, daß die Blutkörperchen 
verschiedener Tierarten verschieden leicht entladen werden. Wäscht 
man Blutkörperchen in isotonischen Glucose- oder Rohrzuckerlösungen, 
so agglutinieren sie in großen Flocken [Radsma bei Hamburger*)]. 
Dieser Vorgang ist dadurch zu erklären, daß die Oberfläche der Körper- 
chen abgewaschen und dabei nicht nur Elektrolyte entfernt, sondern 
auch die Lipoidhaut beschädigt wird [7. Takei®)]. In den so behandelten 
Suspensionen tritt nach 1 bis 2 Tagen langsanı Hämolyse auf, am 
intensivsten in den Suspensionen, in denen die Agglutination am stärk- 
sten war. Radsma gibt zwar nur für wenige Tierarten den Zeitpunkt der 


1) D Rywosch, Pflügers Arch. 116, 229, 1907. 

2) K. Meyer, Beitr. z. chem. Physiol. 11, 1908; zitiert nách Port. 
3) Schanzenbach, zitiert nach Rywosch. 

1) F. Port, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259, 1910. 

5) W. Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 

8) T. Takei, ebendaselbst 122, 104, 1921. 
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makroskopisch sichtbaren Agglutination an. Doch unterscheidet sich 
die so ermittelte Reihenfolge von unserer Reihe nur dadurch, daß das 
Meerschweinchen seinen Platz bei der Versuchsabordnung Radsmas 
hinter dem Menschen findet. Wo zuerst Flockung auftritt, sind die 
Flocken auch am größten. 

In den am raschesten flockenden Suspensionen sinken auch die 
Körperchen am raschesten zu Boden (Radsma). Aber nicht nur nach 
Waschen in Rohrzucker, sondern auch in ihrem eigenen Plasma besitzen 
rote Blutkörperchen eine verschieden große Senkungsgeschwindigkeit 
[Abderhalden!)]. Der unmittelbare Vergleich solcher Reihen der 
Senkungsgeschwindigkeiten mit den bisher genannten Versuchen ist 
zwar dadurch erschwert, daß nach .4bderhalden dem Plasma als solchem 
bei der Suspensionsstabilität eine große Bedeutung zukommt. Aber 
doch sind auch die Eigenschaften der Blutkörperchen selbst mitbe- 
stimmend. Pferdeblutkörperchen sinken in jedem Plasma schneller 
als Rinderblutkörperchen. Immerhin ist es auffallend, daß auch die 
aus den Versuchen Abderhaldens sich ergebende Reihenfolge der 
Senkungsgeschwindigkeit für die einzelnen Tierarten eine Reihe ergibt, 
die viele Ähnlichkeit mit der bisher gefundenen aufweist. Wieder haben 
Schwein und Kaninchen nicht den ihnen gebührenden Platz. Das 
Kaninchen gruppiert eich bei diesen Versuchen Abderhaldens so wie 
in unseren Versuchen, das Schwein hat sich zwischen Pferd und Mensch 
eingeschoben. Es ist schon von anderer Seite ausgesprochen, daß die 
Senkungsgeschwindigkeit von der Ladung der Blutkörperchen be- 
einflußt sein muß. Dies ist im Hinblick auf unsere mehrfach geäußerten 
theoretischen Vorstellungen von Wichtigkeit. Wie Radsma ausführt, 
ist jedoch die elektrische Ladung offenbar nicht der allein für die 
Senkungsgeschwindigkeit maßgebende Faktor. Außer ihr kommt 
auch der Oberfláchenspannung große Bedeutung zu. Je größer die 
Öberflächenspannung zwischen Blutkörperchen und Suspensionsmittel 
ist, desto mehr neigen die Körverchen dazu, unter Freimachung 
potentieller Oberflächenenergie aneinander zu kleben. Oberflächen- 
spannung und elektrische Ladung sind nicht unabhängig, vielmehr 
setzt elektrische Ladung die Oberflächenspannung herab und wirkt 
also auch aus diesem Grunde der Agglutination entgegen. Vermutlich 
spielt auch für unsere Versuchsergebnisse neben oder im Zusammen- 
hange mit der elektrischen Ladung die Oberflächenspannung eine 
wichtige Rolle. Ä 

In der 'Theorie der Hämolyse spielen die Lipoide eine große Rolle, 
die man sich in der Phasengrenze angereichert unter dem Bilde einer 
Membran vorstellt. Ihre Anwesenheit muß zweifellos auch die Ober- 


1) E. Abderhalden, Pflügers Arch. 198, 236, 1922. 
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flächenspannung zwischen Körperchen und Suspensionsmittel stark 
beeinflussen und dadurch von Einfluß auf alle hier beobachteten Vor- 
gänge, nicht nur auf die der Hämolyse sein. Die Bedeutung des 
Cholesteringehalts der roten Blutkörperchen und des Verhältnisses 
Cholesterin: Lecithin für den Vorgang der Saponinhämolyse wurde 
von verschiedener Seite erörtert!). Die Beobachtungen von Kürten?) 
zeigen, daß Cholesterin die Senkungsgeschwindigkeit stark erhöhen kann. 
während Lecithin sie verlangsamt. Nach Beobachtungen Abderhaldens?) 
liegen auch in diesem Punkte die Verhältnisse kompliziert, denn die 
erwähnte Wirkung des Cholesterins kann auch ausbleiben. Der Zu- 
sammenhang zwischen elektrischer Ladung, Oberflächenspannung und 
Lipoiden in der Phasengrenze ergibt sich besonders auch aus der Arbeit 
von Brinkmann und Wastl*). Die Bedeutung der Cholesterin- und 
Phosphatidfraktion der Lipoide wird dort getrennt analysiert, nament- 


1) R. Höber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 3. Aufl., 
S. 409, 1914. 

2) E. Kürten, Pflügers Arch. 185, 248, 1920. 

21 E. Abderhalden, ebendaselbst 198, 236, 1922. 

Dd R. Brinkman und H. Wastl, diese Zeitschr. 124, 25, 1921. 
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lich in ihrem Einfluß auf die in Ordnet man 
die Tierblutkörperchen nach dem Verhältnis, in dem sie Cholesterin 
:Lecithin enthalten, nach den Analysen Abderhaldens!), so erhält 
man wieder eine Reihe, die Ähnlichkeiten mit den bisherigen aufweist. 
Wieder ist die Stellung von Schwein und Kaninchen atypisch, sie 
stehen zwischen Pferd und Katze. 


Offenbar werden die Eigenschaften der Phasengrenze aber auch 
sehr wesentlich durch die Zusammensetzung der Binnensalze bcein- 
flußt (Höber, a. a. O., S. 490). Port ?) weist darauf hin, daß die Blut- 
kórpcrchen um so resistenter gegen Saponin sind, je weniger Phosphor- 
säure, um so resistenter gegen Hypotonic, je mehr Phosphorsäure sie ent- 
halten. Aber neben dem Phosphation haben auch die Kationen der Zell- 
salze einen wesentlichen Einfluß auf die Saponinhámolyse [Höber und 
Nast3)y!. Höber sieht die Bedeutung der Binnensalze darin, daß sie unter 
anderem den Zellen eine normale, und zwar artspezifisch verschiedene 


1) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 1898. 
2) F. Port, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259, 1910. 
3) R. Höber und O. Nast, diese Zeitschr. 60, 131, 1914. 
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Konsistenz erteilen, indem sie den Quellungszustand ihrer Kolloide auf 
einen bestimmten Grad einstellen. Für die Senkungsgeschwindigkeit frei- 
lich scheinen keine Beziehungen zur chemischen Zusammensetzung vor- 
handen zu sein [ Abderhalden 1)]. Um so bedeutungsvoller im vorliegenden 
Zusammenhange sind die Feststellungen von Barcroft und Camis?) über 
den Einfluß der Binnensalze auf die Sauerstoffdissoziationskurve des 
Hämoglobins. Setzt man zu dialysiertem, kristallisiertem Hämoglobin 
cine Salzlósung von der Zusammensetzung der Binnensalze des Hunde- 
blutkörperchens, so bekommt man dieselbe Dissoziationskurve, wie 
von Hundeblut. Setzt man zu demselben Hämoglobin die Binnensalze 
des Menschenblutes, so fällt die Dissoziationskurve mit der des mensch- 
lichen Blutes zusammen. Dabei unterscheiden sich die Sauerstoff- 
dissoziationskurven des Menschen- und des Hundeblutes sehr erheblich. 
Ordnet man die Tierblutarten nach dem Gehalt an Phosphorsäure im 
Zellinnern, so erhält man wieder eine sehr ähnliche Reihenfolge. Nur 
das Schwein hat seinen Platz in der Mitte der Reihe genommen und 
Pferd und Kaninchen haben ihren Platz getauscht. Die gute Überein- 
stimmung dieser Reihe mit den bisherigen zeigt die große Wichtigkeit 
der Phosphorsäure für den in Frage stehenden Vorgang. Bei Berück- 
sichtigung der übrigen Ionen würde sich eine noch bessere Überein- 
stimmung zweifellos erzielen lassen, wenn es möglich wäre, den Einfluß 
der Salzkombinationen theoretisch im voraus abzuleiten. 

Die Feststellungen von Bacroft fördern das Problem wesentlich 
über das bisher Gesagte hinaus. Er konnte zeigen, daß durch die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lösung die Gleichgewichtskonstante der 
Dissoziation des Oxyhämoglobins beeinflußt wird [vgl. besonders 
A. V. Hill?)]. Die Bedeutung der Salze dagegen liegt darin, daß von 
ihrer Anwesenheit die Zusammenballung der Hämoglobinmoleküle zu 
Molekülaggregaten abhängt [ Barcroft*)]. Phosphat führt zu geringerer 
Aggregation 'als Bicarbonat und Chlorid, Kalium und besonders 
Ammonium zu stärkerer als Natrium. Bemerkenswert ist weiter der 
Umstand, daß nach den Angaben Barcrofts die Unabhängigkeit des 
Aggregationsgrades der Hämoglobinmoleküle von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei hohen Kohlensäurespannungen über 90 mm 
nicht mehr gilt. Es sind dies dieselben Kohlensäurespannungen, bei 
denen in unseren Beobachtungen an hämolysiertem Blut5) die Un- 
stetigkeit der Kohlensäurebindungskurve auftritt. Diese Zusammen- 


1) E. Abderhalden, Pflügers Arch. 193, 236, 1922. 

2) J. Barcroft und M. Camis, Journ. of Physiol. 89, 118, 1909. 

3) A. V. Hill, Journ. of Physiol. 40, IV, 1910. 

4) J. Barcroft, The respiratory function of the blood, Kap. IV und Y. 
Cambridge 1914. 

8) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
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hänge geben wichtige Hinweise darauf, in welcher Richtung eine weitere 
Klärung der Erscheinungen versucht werden kann. 

Eine sehr große Anzahl von den verschiedensten Gesichtspunkten 
aus unternommener Untersuchungen verschiedenster Forscher, die 
sich alle in irgend einer Weise mit der Abhängigkeit bestimmter Eigen- 
schaften der roten Blutkörperchen von der Tierspezies befassen, haben 
also dazu geführt, die Tierarten in Reihen anzuordnen, die zwar nicht 
vollkommen übereinstimmen, aber, wie aus Tabelle I zu ersehen ist, 
doch ganz auffallende Ähnlichkeit besitzen. Alle angezogenen Prüfungs- 
verfahren beschäftigen sich in irgend einer Weise mit den Oberflächen- 
eigenschaften der Erythrozyten, mit ihrer Ladung, mit ihrer Resistenz 
gegen Hämolyse, mit der zum Teil von der Oberfläche abhängigen 
Senkungsgeschwindigkeit und Agglutination. Auch die Lipoidzusammen- 
setzung der Phasengrenze und die Beschaffenheit der Binnensalze 
wird herangezogen. Wenn wir Oberfláchenspannung und Ladung der 
Oberfläche für die beobachteten Erscheinungen weitgehend verant- 
wortlich machen, so werden wir gut verstehen, daß die Tierreihe nicht 
bei allen Untersuchungen absolut konstant ist. Dazu sind die Ver- 
hältnisse von zu vielen Faktoren abhängig. Der Salzgehalt der Sus- 
pensionsflüssigkeit, die durch das Waschen hervorgerufene Veränderung 
der Phasengrenze und sicher noch viele andere Dinge müssen von 
Einfluß auf das Ergebnis sein. Besonders wechselnd ist die Stellung 
von Kaninchen und Schwein, von denen auch in unserer Reihe das 
Kaninchen sich außergewöhnlich einordnet. In der im übrigen vor- 
züglichen Übereinstimmung unserer Reihe mit der von Kozawa, die 
nach dem durch Kataphorese bestimmten isoelektrischen Punkte an- 
geordnet ist, sehen wir einen starken Beweis dafür, daß die von uns zur 
Erklärung unserer Bindungskurve herangezogenen Ladungsverhältnisse 
der Blutkörperchen bei den zugrunde liegenden Verhältnissen eine 
wesentliche Rolle spielen. 


Zusammenfassung. 


Die Unstetigkeit der Kohlensäurebindungskurve tritt bei ver- 
schiedenen Tierarten bei verschiedener Wasserstoffzahl auf, wodurch 
sich folgende Reihe ergibt: Meerschweinchen > Pferd, Mensch >> Hund, 
Ziege, Hammel > Schwein > Kaninchen > Rind. Die so ermittelte 
Reihe stimmt in großer Annäherung mit der Reihe überein, die Kozawa 
durch Bestimmung des isoelektrischen Punktes in Phosphatpuffer- 
lösungen mit Kataphoreseversuchen ermittelt hat. Unsere Annahme, 
daß die Unstetigkeit der Kohlensäurebindungskurve mit Entladungs- 
vorgängen der Zellen im Zusammenhang steht, wird dadurch gestützt. 
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Auch nach der Flockung der Blutkörperchenstromata, der Hämo- 
lysierbarkeit, der Senkungsgeschwindigkeit, der Agglutination durch 
Waschen in Zuckerlösungen, nach dem Lipoidgehalt und der Zusammen- 
setzung der Binnensalze ergeben sich ähnliche, aber unter sich für 
einzelne Tiere abweichende Reihen. Besonders wichtig sind ferner Be- 
ziehungen zu dem Verhalten der Sauerstoffdissoziationskurve. 

Die zusammengestellten Reihen weisen trotz ihrer Unterschiede 
auf die nahe Verwandtschaft aller betrachteten Vorgänge hin. Die mit 
den verschiedenen Methoden sich ergebenden Tatsachen werden als 
Material zur Klärung dieser grundlegenden Vorgänge gesammelt. 


Versuchsprotokolle. 


1. Rinderblutkörperchen in 0,9% NaCl. Abb. 1, ausgezogene Kurve, 
Punkte 
CO,-Spannung . . 37,4 76,1 128,3 148,5 159,8 
CO,-Kapazität. . 36,4 45,5 54,9 61,2 67,9 
36,5 
Du, 723 6,98 6,81 6,78 6,79 


Knick. 


2. Rinderblutkörperchen in 0,9%, NaCl. 


CO,-Spannung.. . 22,0 54,5 93,0 102,3 108,4 145,2 
CO,-Kapazität. . 23,7 28,9 36,8 39,4 41,1 44,3 


38,6 40,9 
Du, 7,30 6,95 6,79 6,77 6,76 6,65 

6,76 6,76 

Knick. 

3. Rinderblutkörperchen in 0,9% NaCl. 
CO,-Spannung . . . 18,7 92,5 157,3 206,1 
CO,-Kapazität . . . 27,4 66,7 69,1 85,3 
Pa cari d 7,43 7,05 6,81 6,77 
Knick. 


4. Kaninchenblutkörperchen in 0,9% NaCl. Abb. 1, strichpunktierte 
Kurve, Ringe. | 


CO,-Spannung . 83,2 125,5 132,6 167,0 1838 223,7 


. CO,-Kapazität . 41,1 48,3 48,8 64,2 65,1 72,2 
Du o... . . . 6,90 6,76 6,74 6,74 6,70 6,65 
Knick. 


5. Kaninchenblutkórperchen in 0,9% NaCl. 


CO,-Spannung. . 33,1 74,3 106,5 140,9 154,8 161,8 188,9 204,9 
CO,-Kapazität. . 31,3 39,1 42,6 553 60,5 629 61,4 67,6 


30,2 y 
Pu- -> . . 722 7,00 6,79 6,76 6,74 6,75 6,66 6,66 
7,21 AAA 


Knick. 
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6. Schweineblutkörperchen in 0,9% NaCl. Abb. 1, gestrichelte Kurve, 
liegende Kreuze. 


CO,-Spannung . 41,7 92,4 102,7 112,2 121,8 165,9 
CO,-Kapazität. 21,6 31,7 37,1 38,8 39,4 40,3 
23,2 33,1 35,4 


PH: o... . 6,95 6,72 6,75 6,72 6,68 6,52 
6,99 6,74 6,72 
Knick. 


7. Hundeblutkórperchen in 0,9% NaCl. 


CO,-Spannung . . 30,8 69,5 99,2 112,4 143,2 
CO,-Kapazitát . . 16,6 32,4 38,9 39,3 50,1 


Py. o... . . 6,98 6,88 6,78 6,72 6,71 
S a 
Knick. 
8. Hammelblutkörperchen in 0,9% NaCl. 
CO,-Spannung . . 36,9 69,7 92,5 100,8 138,2 171,1 209,0 
CO,-Kapazitát . . 18,2 29,7 29,7 34,4 42,4 48,1 48,6 
Du e, 6,94 6,84 6,69 6,72 6,65 6,59 6,49 
ceo. on 
Knick. 


9. Ziegenblutkórperchen in 0,9%, NaCl. Abb. 1, punktierte Kurve, 
stehende Kreuze. 


CO,-Spannung. 9,7 76,0 116,0 126,5 140,0 164,7 
CO,-Kapazitát . 13,8 31,9 37,8 42,7 45,4 49,3 

38,7 
Du, 716 6,83 6,69 6,69 6,67 6,63 

6,71 

S mg 
Knick. 
10. Pferdeblutkórperchen in 0,9%, NaCl. 

CO,-Spannung . 44,4 75,6 104,5 149,3 178,3 202,9 
CO,-Kapazität . 26,6 37,1 41,8 51,1 60,1 69,1 
Du - - 7,01 6,90 6,79 6,695 6,68 6,68 


Ra ____ AAA 


Knick. 
11. Meerschweinchenblutkörperchen in 0,9% NaCl. Abb. l, aus- 
gezogene Kurve, Sterne. 


CO,-Spannung . 34,8 70,6 97,2 109,6 120,5 151,7 
CO,-Kapazität . 16,2 20,9 29,4 29,1 29,4 30,9 
EE 6,91 6,67 6,66 6,59 6,54 6,43 


Knick. 


Berichtigung. 


Nach Erteilung der Druckerlaubnis seitens der Redaktion ist 
irrtúmlicherweise in Bd. 133, S.89 dieser Zeitschr. hinter den Namen 
des Herrn Prof. Dr. A. Palladin ein f gesetzt worden, und zwar 
infolge einer Verwechslung mit dem jüngst verstorbenen Herrn Prof. 
Dr. W. Palladin. 


Berichtigung 
zu den Mitteilungen von WI. Butkewüsch. 


Diese Zeitschrift 129. 


Seite 451, Tabelle IV: lies statt „16°“ „190“. 

„ 452, Anm. Sk lies statt „Knastmann“ » Kunstmann”. 
465, ÉIS: — d "445% „455“. 
467, Vers. 1: 2 o ‚CNH, u „NH;“. 
470, „ VI zusetzen: „Penic. glaucum ee Dr 
471, Zeile 12 von unten: "lies statt „ca“ „ccm“. 
473, Tabelle IX—X: lies statt IX „VII“ und „X“ „VIII. 
475, Zeile 5 von unten: lies statt „110“ „10“. 


Diese Zeitschrift 181. 


Seite 327, Zeile 6 von oben: lies statt „dieser Zusammenhänge. Die 
Erforschung“ „Die Erforschung dieser Zu- 
sammenhänge“. 

„ 328, ,„ 13 von unten: lies statt „Die Gesamtmenge der“ „Die 
Gesamtmenge der Flüssigkeit machte etwa 
45 ccm aus, und sie erhielt etwa 2,5 °, HCl. 
Die“ 

334, 14 , oben: lies statt „Filtrieren“ „Titrieren“. 

335, Tabelle A bis B: lies statt „Pen. II“ „Pen. "ga, 

338, e C, Zeile 2 von unten: lies statt „219,5“ „49,5*. 

346, Zeile 6 von unten: lies statt „untersucht“ „gebraucht“. . 

„ 347, Tabelle S bis C: lies statt „S(= Zn)“ „S(— Zn)“. 

n  p Anm. **): lies statt „Pen. 3“ „Pen. 2“. 

„ 348, Zeile 7 von unten: lies statt „Calciumacetat“ „Calciumoxalat“. 
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